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RIASSUNTO
Nel  mondo  la  quasi  totalità  delle  infezioni  pediatriche  da  HIV-1  avvengono  per  trasmissione 
verticale. 
È  stata  dimostrata  l’importanza  dei  fattori  genetici  dell’ospite,  in  particolare  quelli  legati 
all’immunità innata, nella suscettibilità alla trasmissione verticale dell’HIV.
Un ruolo rilevante in questo senso, sembra essere determinato dai recettori DC-SIGN (dendritic 
cell-specific  intracellular  adhesion  molecules-3  (ICAM-3)-grabbing  non-integrin)  e  L-SIGN 
(liver/lymph  node-specific  intracellular  adhesion  molecules-3  (ICAM-3)-grabbing  non-integrin), 
mediatori della cattura virale da parte delle cellule dendritiche e dei macrofagi specializzati a livello 
di placenta che potrebbero contribuire a spiegare la suscettibilità/protezione all’infezione da HIV-1. 
Un’altra  proteina  dell’immunità  innata  importante  nella  protezione  immunitaria  del  feto  e  del 
bambino è la proteina legante il mannosio, MBL (mannose binding lectin): prodotta nella fase acuta 
dell’infezione, è in grado di mediare la cattura del virus rappresentando anch’essa un fattore di 
suscettibilità/protezione alla trasmissione verticale.
In questo lavoro di tesi si è deciso di studiare polimorfismi con un ruolo (presunto o comprovato) 
funzionale nei due geni codificanti per DC-SIGN e L-SIGN, in una popolazione pediatrica del nord-
est brasiliano esposta al virus HIV-1, allo scopo di individuare un loro eventuale coinvolgimento 
nella  trasmissione  verticale  del  virus  HIV-1.  Come popolazione  controllo  sono stati  selezionati 
bambini della stessa etnia, senza esposizione nota al virus. 
Gli stessi polimorfismi sono stati successivamente analizzati in una popolazione italiana costituita 
da soggetti adulti sieropositivi e soggetti sieronegativi senza esposizione nota al virus, per verificare 
l’eventuale coinvolgimento dei due geni anche nella trasmissione orizzontale dell’HIV-1. 
Inoltre, sono stati studiati cinque diversi polimorfismi nel gene  MBL2,  in un gruppo di bambini 
africani  nati  da  madri  sieropositive  per  HIV-1,  reclutati  per  lo  studio  “Zambia  Exclusive 
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Breastfeeding Study” con lo scopo di definire un ruolo di questi SNPs nella trasmissione verticale,  
ed  in  particolare  relativamente  al  tipo  di  trasmissione:  intrauterina,  intrapartum  o  post-partum 
(attraverso l’allattamento al seno). 
Da questo studio è emerso che i geni codificanti per DC-SIGN e L-SIGN possono rivestire un ruolo 
nella trasmissione verticale del virus HIV-1 nella popolazione pediatrica brasiliana da noi studiata,  
dal  momento  che  polimorfismi  localizzati  nella  regione  del  promotore  di  DC-SIGN (-871G/G, 
-336G/G, -201G/T, -201T, -139G e -139G/G) e nell’esone 4 di L-SIGN (genotipi 5/5, 6/6 e genotipi 
omozigoti)  sono  risultati  essere  plausibili  marcatori  di  protezione/suscettibilità  per  l’infezione 
verticale. 
Inoltre,  uno  di  questi  polimorfismi  di  DC-SIGN  (-336G/A)  è  un  possibile  marcatore  di 
rischio/suscettibilità anche per l’infezione orizzontale di HIV-1 nella popolazione italiana da noi 
analizzata, così pure come un ulteriore polimorfismo  nell’esone 5 di L-SIGN (rs2277998). 
Anche per quanto riguarda  MBL2,  è stato confermato un ruolo di questo gene nella trasmissione 
verticale  del  virus,  in  particolare  si  è  vista  un’associazione  ad  una  particolare  modalità  di 
trasmissione  verticale:  nella  popolazione  pediatrica  africana  da  noi  analizzata,  infatti,  essere 
portatori della allele mutato A e del genotipo G/A al codone 54, è risultato essere un fattore di 
rischio per l’acquisizione dell’infezione intrauterina, così come la variante allelica 0 (ed i genotipi 
A/0 e 0/0) si associa ad una maggiore suscettibilità all’infezione intrauterina da HIV-1 in presenza 
di conta linfocitaria (CD4+) materna inferiore a 350 mmc.
Chiarire come queste molecole intervengono nelle diverse modalità di  trasmissione potrà essere 
utile al clinico al fine di individuare nuovi target terapeutici.
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1. INTRODUZIONE
La Sindrome da ImmunoDeficienza Acquisita (SIDA) o Acquired Immune Deficiency Syndrome 
(AIDS) causata dal virus HIV (Human Immunodeficiency Virus) è un insieme di manifestazioni 
cliniche dovute alla progressiva perdita dei linfociti T helper CD4+. 
L'individuo infettato, detto sieropositivo, diventa portatore asintomatico del virus e solo in seguito 
può sviluppare la malattia AIDS caratterizzata da una severa deficienza del sistema immunitario, 
dall'insorgenza di  gravi  patologie  e  da gravi  infezioni  opportunistiche  che possono portare  alla 
morte dell'individuo (R Gallo, 1992).
1.1 CENNI STORICI
La fonte dell'infezione da virus HIV è stata localizzata in Africa
 in scimpanzè portatori. Si suppone che il “salto” di specie sia 
avvenuto quando le popolazioni africane utilizzarono la carne di 
questi animali per cibarsi venendo così a diretto contatto con 
il virus presente nel sangue.
I  primi  casi  di  AIDS si  osservarono  nel  1981  negli  Stati  Uniti  d'America  quando  tra  giovani 
omosessuali si verificarono diversi casi di polmoniti da Pneumocistis Carinii e sarcomi di Kaposi, 
patologie normalmente molto rare nella popolazione sana.
Fu  evidente  da  subito  il  calo  di  linfociti  T CD4+ e  il  deficit  immunologico  comune in  questi 
soggetti,  quindi  si  ipotizzò che  la  sindrome potesse  avere  un'eziologia  di  tipo infettiva  (Barre-
Sinoussi et al., 1983).
Fu negli anni immediatamente successivi che Luc Montagnier ed altri scienziati dell'Institut Pasteur 
di Parigi e Robert Gallo con il suo gruppo al National Cancer Institute di Bethesda negli Stati Uniti 
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isolarono e caratterizzarono dei retrovirus, quali potenziali agenti eziologici dell'AIDS (Gallo and 
Montagnier, 2002).
Studi  successivi  di  clonaggio  e  sequenziamento  dei  genomi  virali  isolati  evidenziarono  che  si 
trattava dello stesso virus definito nel 1986 “Human Immunodeficiency Virus” (HIV).
1.2 DATI EPIDEMIOLOGICI
Secondo il rapporto annuale “Progress report 2011: Global HIV/AIDS response” diffuso da WHO, 
UNAIDS e UNICEF nel 2010 circa 34 milioni di persone nel mondo risultavano affette da questa 
sindrome, numero in costante aumento negli ultimi 20 anni (Figura 1) il che definisce l’infezione da 
HIV un problema di salute mondiale.(UNAIDS Global Report 2011).
Figura 1. Persone sieropositive nel mondo dal 1990 al 2010. 
Nel 2010 l’incidenza mondiale è stata stimata pari a 2.7 milioni di nuovi casi, il  21% in meno 
rispetto al picco massimo registrato nel 1997. L'Africa subsahariana detiene il primato di regione 
più colpita al mondo con 1.9 milioni, circa il 70% dell'intera popolazione infettata dal virus.
Un netto calo dei “nuovi infetti”, circa il 40 % in meno rispetto all'anno di picco massimo del 1997, 
si è registrato nella regione sud e sud-est asiatica dove una maggiore consapevolezza degli effetti 
dell'epidemia, una tenace campagna preventiva e una terapia antiretrovirale sempre più accessibile 
sono risultati essere un mix vincente per combattere la diffusione dell’infezione.
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Un calo mondiale dei decessi si riscontra oramai da qualche anno, 1.8 milioni nel 2010 do decessi, 
in linea con la minor incidenza e l'accessibilità sempre maggiore alla terapia antiretrovirale: siamo 
passati dalle solo 400 mila persone in trattamento nel 2003 ai 6.65 milioni nel 2010. 
Purtroppo non tutti i Paesi sembrano seguire questo trend: negli ultimi dieci anni in Medio Oriente e  
Nord Africa i “nuovi infetti” sono notevolmente aumentati e la mortalità è cresciuta di circa il 60%, 
dato addirittura duplicato nella regione dell'est asiatico.
Tra gli adulti di età superiore ai 15 anni circa il 50 % degli infetti è donna con punte del 59% 
registrate nella regione subsaharian e il 53% nella zona caraibica. Se poi consideriamo i giovani di 
età  compresa tra  i  15 e  i  24  anni  circa  il  64% sono donne decretando il  sesso  femminile  più 
vulnerabile  al  virus  HIV.  Grazie  all'aumentato  accesso  ai  servizi  per  la  prevenzione  della 
trasmissione virale madre-figlio, sempre meno bambini contraggono il virus, facendo registrare un 
calo dell'incidenza di circa il 30% nel 2010 rispetto all'anno 2002.
In tutto il mondo sono circa 3.4 milioni i bambini di età inferiore ai 15 anni che convivono con 
questo virus e oltre il  90% vive nella regione subsahariana. Nel  2010 una stima ha assestato a 
250.000 i decessi tra i bambini.
1.3 STRUTTURA DEL VIRUS
In base ad alcuni elementi, sierologici e genetici, si conoscono oggi due tipi di HIV: HIV-1 (più 
virulento) e HIV-2 (con più bassa patogenicità).
In generale il virus HIV, agente eziologico dell'AIDS, è un retrovirus appartenente al sottogruppo 
dei  Lentivirus,  virus  che  instaurano  infezioni  persistenti  associate  a  immunosoppressione  e  a 
malattie croniche con interessamento neurologico.
E' un virus dotato di un genoma diploide costituito da due filamenti identici di RNA di circa 9.200 
basi,  provvisto  di  pericapside  (envelope).  Possiede  tre  geni  strutturali  fondamentali  per  la  sua 
replicazione: gag (group-specific antigen) che codifica le proteine strutturali del capside virale, pol 
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(polymerase) che codifica per la proteasi, la trascrittasi inversa e l'integrasi ed env (envelope) che 
codifica le glicoproteine del pericapside. Questi geni sono organizzati nella sequenza 5'-gag-pol-
env-3'. Inoltre contiene altri sei geni accessori con funzioni regolatrici del ciclo virale e della sintesi 
proteica: tat, rev, nef, vif, vpu e vpr. Alle estremità della molecola di RNA sono presenti le sequenze 
LTR (Long Terminal Repeats), fondamentali per la regolazione dell'espressione genica (Figura 2).
Figura 2. Organizzazione del genoma virale di HIV
Il virus è di forma sferica, con diametro di 100-120 nm, è provvisto di envelope costituito da una 
membrana a doppio strato lipidico dove si ritrovano due importanti glicoproteine virali ancorate tra 
loro non covalentemente, la gp120 e la gp41, derivate dal clivaggio del precursore glicoproteico gp 
160 codificato dal gene env.
Mentre la gp120 è responsabile del tropismo tissutale del virus e media l'entrata dello stesso nelle 
cellule attraverso il riconoscimento del recettore CD4, la gp41 promuove la fusione tra particella 
virale e cellule bersaglio.
La struttura più esterna, nota come pericapside/envelope circonda il core o nucleocapside costituito 
per lo più dalla proteina p24 che contiene a sua volta il genoma virale, molecole di t-RNA e alcuni  
prodotti del gene pol (trascrittasi inversa, integrasi e proteasi).
1.4 CICLO REPLICATIVO DEL VIRUS 
L'infezione virale ha inizio con il legame della glicoproteina di superficie del virus gp120 con la 
molecola CD4 espressa sulla superficie di linfociti e cellule della linea monocitica-macrofagica. 
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Questo legame comporta dei cambiamenti conformazionali nella glicoproteina gp120 determinando 
l'esposizione e l'attivazione della glicoproteina gp41 che interagisce a sua volta con co-recettori 
chemochinici  espressi  sulla cellula bersaglio: CCR5 e CXCR4 (Clapham and McKnight, 2002). 
Queste interazioni determinano la fusione del pericapside virale con la membrana cellulare della 
cellula infettata (Figura 3).
Figura 3. Rappresentazione dell'interazione virus (gp120 e gp41) e linfocita T (CD4 e CCR5/CXCR4).
Alla fusione pericapside-membrana cellulare segue il rilascio del core virale nel citoplasma della 
cellula che sta infettando. A questo punto il capside virale libera l'RNA genomico e le proteine del 
virus nel citoplasma ed entra in azione la trascrittasi inversa che retrotrascrive l'RNA virale in un c-
DNA a doppio filamento e degrada il templato di RNA virale.
Il doppio filamento di c-DNA associato a proteine virali viene in seguito trasportato nel nucleo ed 
integrato nel genoma della cellula ospite grazie all'azione dell'integrasi.
Il  genoma integrato,  chiamato  provirus,  viene  trascritto  dall'RNA polimerasi  II  cellulare  dando 
origine a diversi  trascritti  di mRNA che codificano per proteine regolatorie e strutturali.  Queste 
proteine  migrano  poi  verso  la  membrana  citoplasmatica  della  cellula  ospite  dove  avviene 
l'assemblaggio di RNA, enzimi virali e proteine di struttura. Alcune proteine virali, inoltre, vengono 
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incorporate nella membrana plasmatica assieme a proteine di membrana della cellula ospite stessa 
per formare l’envelope virale. Il virus è quindi liberato per gemmazione dalla membrana (Chinen 
and Sherarer, 2002).
Figura 4. Rappresentazione del ciclo replicativo del virus HIV-1
1.5 INFEZIONE DEL VIRUS
Il  contagio  dell’HIV-1 avviene  per  via  parenterale  e  attraverso  microlesioni  nella  cute  o  nelle 
mucose  (via  parenterale  inapparente).  Le  vie  di  trasmissione  sono  quelle  per  contatto  sessuale 
diretto, per via ematica e per trasmissione verticale, cioè da madre infetta al bambino durante la 
gravidanza, il parto o l’allattamento (Fauci and Lane, 1991).
Nell’organismo di un paziente infettato dall’HIV, il virus è presente sia in forma libera nei liquidi 
biologici  che  dentro  le  cellule  di  molteplici  tessuti  da  dove  è  possibile  isolarlo.  Le  maggiori 
concentrazioni virali possono essere riscontrate nel sangue, nello sperma, nelle secrezioni vaginali e 
nel latte materno che per questo rappresentano le vie elettive di trasmissione.
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1.5.1 Infezione verticale
Le infezioni da HIV in età pediatrica avvengono prevalentemente mediante trasmissione verticale, 
infatti circa il 95% dei bambini affetti da AIDS nasce da madri sieropositive. Questo può avvenire 
essenzialmente in tre  modi:  durante la  gravidanza attraverso la  placenta (nel  17-38% dei  casi); 
durante il parto (nel 40-70% dei casi) e tramite l'allattamento al seno (nel 24-44% dei casi) (Nduati 
et al., 2000; Coutsoudis et al., 2004).
I bambini nati da madri sieropositive nascono anch’essi sieropositivi, in quanto gli anticorpi materni 
che identificano la sieropositività passano attraverso la placenta durante la gravidanza. In seguito se 
il bambino non ha contrattato l’infezione, questi anticorpi materni sono eliminati gradualmente e 
pertanto il bambino risulterà sieronegativo. Se invece il bimbo contrae l’infezione, inizia a produrre 
anticorpi  propri  e  permane sieropositivo.  I  bambini,  per  il  loro sistema immunitario  immaturo, 
hanno la  tendenza  a  progredire  rapidamente  verso una  malattia  conclamata,  con un periodo di 
latenza  più corto rispetto  all'adulto.  Questa  loro caratteristica appare  direttamente  correlata  alla 
carica virale materna e allo stato d'infezione/malattia della gestante (stadio clinico avanzato, numero  
di CD4 circolanti inferiore a 400/mmc, carica virale elevata, situazione immunologica) (Ioannidis et 
al., 2004; Mnyani et al., 2009).
Pertanto la modalità di espletamento del parto assume un ruolo fondamentale nella trasmissione 
materno-infantile. Nei parti spontanei infatti la frequenza d'infezione è due volte superiore a quella 
che si riscontra nei parti con taglio cesareo: ciò deriva probabilmente dalla maggiore commistione 
di  sangue  materno-fetale  e  dalla  esposizione  alle  secrezioni  cervico-vaginali  a  cui  il  feto  è 
sottoposto nel passaggio attraverso il canale vaginale.
Inoltre,  adottando  un’adeguata  profilassi  antiretrovirale  nelle  gestanti  sieropositive  si  riduce 
efficacemente la trasmissione verticale del 30%. L'assemblea Nazionale delle Nazioni Unite del 
2011 ha rinnovato pertanto il suo impegno affinchè attraverso la prevenzione e l'accessibilità alla 
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terapia  antiretrovirale  si  possa  accelerare  il  progresso  verso  l'eliminazione  di  nuove  infezioni 
pediatriche entro il 2015 riducendole del 90% e restringendo la trasmissione verticale al 5% agendo 
soprattutto in quei paesi africani dove purtroppo la percentuale è ancora attorno al 12-18%. 
1.5.2 Infezione orizzontale
Per l’infezione orizzontale,  la trasmissione del virus per via sessuale  rappresenta la modalità di 
contagio prevalente  nel  mondo.  La trasmissione può avvenire per  contatto sia  omosessuale  che 
eterosessuale, ed in quest’ultimo caso è più frequente da uomo a donna che non da donna a uomo.
E’ comunque difficile stabilire con certezza la percentuale di rischio di contagio in seguito ad un 
rapporto sessuale. Ci sono, infatti, molti fattori che giocano un ruolo nella trasmissione del virus:
- il numero dei contatti sessuali;
- l'infettività: non tutti i soggetti sieropositivi sono infettivi allo stesso modo, in particolare la carica 
virale è solitamente più elevata nel periodo immediatamente successivo al contagio e nelle fasi più 
avanzate della malattia;
- la resistenza all’infezione: particolari caratteristiche genetiche e immunologiche rendono alcuni 
individui particolarmente resistenti all’infezione e pertanto non si contagiano anche se esposti al 
virus;
- la concomitanza di altre malattie che interessano gli organi genitali: la presenza di lesioni a livello 
della cute e delle mucose costituiscono una porta d’ingresso per il virus. Così come la presenza di 
uno  stato  infiammatorio  in  cui  c’è  un’elevata  concentrazione  delle  cellule  bersaglio  del  virus 
(linfociti, monociti e macrofagi);
- le caratteristiche proprie del virus: la carica virale che dipende dallo stadio dell’infezione e dalla 
terapia e il genotipo virale (sono stati identificati 17 genotipi diversi di HIV e alcuni di questi sono 
dotati di una maggiore trasmissibilità per via sessuale).
La trasmissione orizzontale può avvenire anche per via  ematica mediante trasfusione di sangue 
infetto.  Infezioni  secondarie  (da  sangue  infetto  e  da  emoderivati  trasfusi)  sono  state  descritte 
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soprattutto prima del 1985, anno in cui è stato disponibile il test per lo screening dei donatori.
Il fattore di rischio principale per la trasmissione parenterale dell’HIV è rappresentato dall'uso di 
droghe  iniettabili  nella  tossicodipendenza  con  l’uso  promiscuo delle  siringhe:  l’efficienza  della 
trasmissione parenterale può arrivare fino al 90% e ciò dipende dal fatto che il virus, arrivando 
direttamente nel torrente circolatorio, incontra subito moltissime cellule bersaglio.
1.6 PATOGENESI DELL'INFEZIONE DA HIV
La natura patogenetica della malattia associata all'HIV è caratterizzata da un'attivazione cronica 
delle  cellule  del  sistema  immunitario,  dovuto  a  un  maggiore  ricambio  cellulare  causato  da 
un'aumentata proliferazione, differenziazione e morte cellulare.  Inoltre vengono rilasciate grandi 
quantità  di  citochine  infiammatorie  che  determinano  un  prematuro  indebolimento  della  riposta 
immunitaria adattativa (Moir et al., 2009).
La maggior causa di progressione della malattia AIDS nei pazienti  sieropositivi  è rappresentata 
dalla distruzione dei linfociti T CD4+ che sono i primi bersagli del virus e che risultano cruciali per 
l'attivazione di una specifica risposta immunitaria umorale e cellulo-mediata. La perdita progressiva 
di  queste  cellule  comporta  un  grave  danno  per  il  sistema  immunitario  che  rende  l'organismo 
estremamente suscettibile alle infezioni opportunistiche (Sierra 2005).
Durante  l'infezione  primaria  la  carica  virale  è  estremamente  elevata  nel  sangue  periferico  e  il  
numero di linfociti T CD4+ diminuisce rapidamente (Piatak et al., 1993).
La successiva fase asintomatica  della  malattia,  detta  anche di  “latenza clinica”,  è caratterizzata 
dall'organizzazione di un'efficace risposta cellulare specifica e la sintesi di anticorpi che determina 
un rapido turnover dei virioni nel plasma, confinando la replicazione virale a livello dei linfonodi 
(Embretson et al., 1993; Pantaleo et al., 1993; Wei et al., 1995).
Avviene in questa fase l'attivazione di specifici linfociti CD8+ (CTL) che riconoscono le cellule 
presentanti l'antigene (APC) infettate dal virus, attraverso il loro recettore TCR. I linfociti CTL 
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legano i peptidi virali associati alle molecole MHC di classe I montate sulla superficie delle APC, 
liberano proteasi e perforine che provocano la lisi della cellula infettata (McMichael and Rowland-
Jones,  2001).  Un  secondo  meccanismo  prevede  l'interazione  del  ligando  Fas  presente  sulla 
superficie  dei  linfociti  CTL con  le  molecole  Fas  delle  cellule  bersaglio  con  conseguente  lisi 
apoptotica delle cellule infette (Hadida et al., 1999). Viene inoltre stimolato il rilascio di molecole 
antivirali non citotossiche come l'interferon-α e chemochine quali MIP-1α, MIP-1β e RANTES, che 
competono con il  virus  HIV per  i  co-recettori  CCR5,  inibendo l'infezione dei  linfociti  T CD4+ 
(Meylan et al., 1993; Wagner et al., 1998).
Le APC inducono anche la differenziazione dei linfociti T CD4+ in linfociti T helper 1 anch'essi 
citochino-secernenti in grado di stimolare macrofagi e linfociti T citotossici ad eliminare i patogeni.  
La risposta cellulo-mediata inizia ad organizzarsi a 1-2 settimane dal momento del contagio.
Minore  sembra  il  contributo  della  risposta  umorale  nei  confronti  dell'infezione  da  HIV,  che  si 
organizza  comunque  tardi  rispetto  a  quella  cellulo-mediata,  3  o  più  mesi  dopo  l'infezione 
(McMichael  et  al.,  2010).  Il  legame di  anticorpi  neutralizzanti  con le  particelle  virali  mediano 
l'incorporazione  e  la  distruzione  dei  virioni  da  parte  dei  fagociti.  Studi  dimostrano  che  questi 
anticorpi  non  danno  protezione  all'infezione  da  HIV,  lo  conferma  il  fatto  che  non  esiste  una 
correlazione tra la quantità di anticorpi anti-HIV presenti  nelle donne infette in gravidanza e la 
protezione della trasmissione verticale (Hengel et al., 1998).
Ostacolo non da poco per il riconoscimento anticorpale sono le frequenti mutazioni nel genoma 
virale  che  rendono gli  epitopi  del  virus  estremamente  variabili,  inoltre  il  rapido turnover  delle 
cellule B indotto dall'HIV crea una produzione di  cellule B immature ed inefficaci,  incapaci di 
secernere anticorpi abili a neutralizzare il virus (Moir et al., 2009).
Questo  determina  una  replicazione  difficilmente  controllabile  dell'HIV e  infezioni  de  novo dei 
linfociti  T CD4+ che  compromettono  la  funzionalità  del  sistema  immunitario  (Domingo  et  al., 
2001).
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Quando la perdita dei linfociti T CD4+ diventa inesorabile e il sistema immunitario gravemente 
compromesso, è qui che prendono il sopravvento infezioni opportunistiche o patologie con gravi 
manifestazioni cliniche che fanno emergere lo stato di AIDS.
Lo stato dell'infezione da HIV-1 viene definito dalla combinazione dei dati clinici del paziente e il 
numero dei linfociti T CD4+.
Un ruolo fondamentale però nell'infezione del virus e nella progressione della malattia, che sta alla 
base della risposta cellulo-mediata e umorale è il sitema dell'immunità innata che ha il compito di 
eliminare agenti estranei possibili cause di infezioni, grazie all'azione di “sentinelle” localizzate in 
tutto il corpo.
Viene definita la prima linea di difesa del nostro organismo, già presente, pronta e disponibile in 
sede d'infezione ha un ruolo importantissimo nell'organizzazione della risposta adattativa.
Attraverso  dei  recettori  detti  PRRs  (Pattern  Recognition  Receptors),  le  cellule  sentinella 
riconoscono  delle  strutture  molecolari  conservate  caratteristiche  dei  patogeni  chiamate  PAMPs 
(Pathogen Associated Molecular Patterns).
Fondamentale per la risposta dell'immunità innata a un’infezione virale sembra essere il ruolo delle 
APC, cellule presentati l'antigene, in particolar modo delle cellule dendritiche (DC). Queste cellule 
immature  captano  i  microorganismi  a  livello  periferico,  si  attivano,  migrano  e  maturano  nei 
linfonodi per poi guidare la risposta adattativa e promuovere l'intervento delle cellule natural killer 
che impediscono la rapida diffusione del virus, secernendo citochine ed eliminando direttamente le 
cellule infettate (Altfeld et al., 2011).
L'infezione  da  HIV determina  una  progressiva  riduzione  del  numero di  cellule  dendritiche  nel 
sangue, in coincidenza con l'aumento della carica virale e la progressione della malattia, sia nella 
primissima fase acuta che in quella cronica a lungo tempo. (Donaghy et al., 2003; Sabado et al., 
2010). Studi ipotizzavano che fosse proprio l'infezione delle cellule dendritiche da parte del virus a 
determinarne  la  drastica  riduzione,  tuttavia  non  avendo  rilevato  grosse  quantità  di  cellule 
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dendritiche  infette  alcuni  studi  hanno  invece  dimostrato  l'azione  di  meccanismi  indiretti: 
un'anormale produzione di IFN-α durante l'infezione che impedisce la differenziazione delle DC, 
un'aumentata  apoptosi  nelle  DC  dei  pazienti  HIV e  il  sequestro  delle  DC nei  tessuti  linfoidi 
secondari e nella milza (Kodama et al., 2010; Meera et al., 2010; Dillon et al., 2008).
Mentre la quantità di cellule dendritiche nei pazienti HIV sembra essere compromessa, ancora ci si 
interroga sulla loro funzione. Uno studio ha evidenziato come le DC di pazienti cronici infettati  
siano meno efficienti  nello stimolare l'attivazione dei linfociti  T rispetto a DC di individui  non 
infetti (Donaghy et al., 2003; Martinson et al., 2007). Come ipotizzato da Altfeld e coll. la difficoltà 
e il limite sta nell'analizzare cellule dendritiche isolate ex vivo, in cui l'infezione del virus non viene 
accompagnata dal microambiente e dalle innumerevoli molecole che in esso vengono prodotte e che 
ritroviamo in vivo (Altfeld et al., 2011).
La funzionalità di queste cellule sembra comunque essere fondamentale per limitare la replicazione 
virale,  lo  dimostra  il  fatto  che  la  somministrazione  di  DC  pre-trattate  con  il  virus  inattivato 
consentono un maggiore controllo immunologico del virus nei pazienti infetti (Lu et al., 2004).
Le cellule dendritiche possono essere divise in mieloidi/convenzionali (cDC) e plasmacitoidi (pDC) 
a seconda dei recettori espressi, toll-like receptors (TLRs), NOD-like receptors (NLRs) e C-type 
lectin receptors (CLRs),  a seconda della  loro localizzazione,  del  loro stato di  attivazione,  delle 
citochine prodotte e della loro funzione (Schmidt et al., 2005). Un ruolo diverso delle cDC e pDC 
nella risposta a infezioni viene descritto definendo le cDC le responsabili iniziatrici della riposta 
immunitaria adattativa mentre le pDC mediatori della risposta immunitaria. Durante l'infezione da 
HIV la funzione delle cDC sembra venga gravemente compromessa dal virus e dalla produzione di 
IL10 da parte dei monociti e dei linfociti Treg, mentre le pDC attivate dal virus, secernono grandi 
quantità di citochine e chemochine: interferon di tipo I che promuove l'apoptosi delle cellule T e 
chemochine che richiamano linfociti T esponendole all'infezione da parte del virus.
Il  sistema  immunitario  con  l'immunità  di  tipo  innata,  la  risposta  cellulo-mediata  e  la  risposta 
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umorale garantiscono una risposta pronta ed adeguata allo stimolo ricevuto, purtroppo l'evoluzione 
ha  reso  i  patogeni  abili  a  sviluppare  meccanismi  di  sopravvivenza  e  propagazione  in  grado di 
sfruttarlo per la propria sopravvivenza e replicazione.
1.7 FATTORI GENETICI COINVOLTI NELL'INFEZIONE DA HIV
La suscettibilità  all’infezione  (verticale  e  non solo)  da  HIV e  la  progressione  dell’AIDS è  un 
fenomeno  complesso  dovuto  all'interazione  di  fattori  ambientali,  caratteristiche  del  virus  e 
caratteristiche  dell'ospite.Alcuni  dei  soggetti  esposti  al  virus  contraggono  l'infezione,  altri  pur 
venendo a diretto contatto col virus non si infettano (esposti non infetti) e una percentuale molto 
ridotta di soggetti, i cosiddetti Natural virus suppressor (NVS), contraggono l’infezione ma sono in 
grado spontaneamente di controllare la replicazione virale mantenendola a livelli non rilevabili.
Tra le caratteristiche dell'ospite che possono influenzare le diverse risposte all'infezione ritroviamo 
la  variabilità  genetica  degli  individui.  Nel  corso  degli  anni  l'attenzione  si  è  concentrara  sulle 
numerose varianti dei geni dell'immunità innata che si è visto correlare con una maggiore o minore 
suscettibilità dell'individuo all' infezione da HIV. La prima ad essere osservata fu la delezione di 32 
nucleotidi nel gene che codifica per il recettore chemochinico CCR5, che se presente in omozigosi 
conferisce protezione all'individuo dall'infezione virale, mentre se presente in eterozigosi protegge 
dalla rapida progressione della malattia (Dean et al., 1996; Liu et al., 1996; Samson et al., 1996;  
Zimmerman  et  al,  1997).  Anche  nel  gene  che  codifica  per  il  ligando  del  recettore  CCR5,  la 
chemochina  RANTES,  sono  state  individuate  delle  varianti  geniche  associate  invece  alla 
suscettibilità  all'infezione e alla progressione della  malattia  (An et al.,  2002; McDermott et  al., 
2000).
Un'altra variante riguarda il polimorfismo di singola base al 3'UTR del gene SDF1 che codifica per 
il  ligando chemochinico di  CXCR4: quando presente in  omozigosi  conferisce un alto  grado di 
protezione nei confronti della progressione della patologia negli individui infetti e un certo grado di 
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protezione all'infezione (Voevodin et al., 1999).
Oltre a geni che codificano per recettori chemochini o chemochine stesse, altri geni dell'immunità 
innata sono stati studiati in maniera approfondita.
Un  esempio  riguarda  il  sistema  di  geni  del  complesso  maggiore  di  istocompatibilità  (MHC), 
nell'uomo denominato HLA, che codifica per molecole di membrana in grado di legare e presentare 
peptidi  patogeni  processati  dalle  APC,  determinando  la  specificità  delle  risposte  antivirali  dei 
linfociti  T e  B.  Numerosi  studi  hanno descritto  il  ruolo  di  diversi  polimorfismi  in  questi  geni 
nell'infezione  da  HIV  e  nella  progressione  della  patologia.  Nell'adulto  è  stata  descritta 
un’associazione tra l'aplotipo composto dagli alleli Cw*04-B*35 ed una rapida progressione verso 
l’AIDS mentre è stata evidenziata un'importante delezione di 14 basi nel gene che codifica per 
l'HLA-G, importante  mediatore della  tolleranza materno.infantile,  che  se presente  in  omozigosi 
conferisce protezione nell'infezione verticale dell'HIV (Itescu et  al.,  1992;  Kaslow et  al.,  1996; 
Aikhionbare et al., 2001).
Negli ultimi anni sono emersi dati a favore di un possibile coinvolgimento di molte altre proteine 
dell'immunità innata, come DC-SIGN, L-SIGN e MBL che hanno la capacità di legare direttamente 
il virus HIV intervenendo quindi nelle primissime fasi dell'infezione. Numerosi studi però hanno 
riportato dati spesso contrastanti su queste proteine, differenze attribuite all'eterogeneità genetica 
delle varie popolazioni analizzate ed al diverso ruolo che queste molecole hanno in relazione al tipo 
di infezione considerata, verticale oppure orizzontale.
1.8 DC-SIGN e L-SIGN
I recettori DC-SIGN (dendritic cell-specific intracellular adhesion molecules-3 (ICAM-3)-grabbing 
non-integrin) e L-SIGN (liver/lymph node-specific Intracellular adhesion molecules-3 (ICAM-3)-
grabbing non-integrin) sono lunghe proteine trans-membrana, lectine C di tipo II (CLR), di peso 
molecolare di 45.774 Da (DC-SIGN) e 45.35 Da (L-SIGN) (Steinman, 2000; Soilleux et al., 2002; 
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Chaudhary et al., 2008; Khoo et al., 2008; Wang et al., 2008).
I geni  CD209 e  CD209L mappano sul cromosoma 19p13.2p13.3, condividono una distribuzione 
simile di introni ed esoni e hanno un grado di omologia del 77% nella sequenza amminioacidica 
(Baribaud et al., 2001; Geijtenbeek et al., 2001; Soilleux et al., 2003; Khoo et al., 2008). 
L'espressione dei  due recettori  si  mostra  differente:  DC-SIGN viene abbondantemente  espresso 
sulla superficie delle cellule dendritiche immature presenti nei tessuti periferici e in quantità minore 
si ritrova sulla superficie di cellule dendritiche mature o attivate della placenta (macrofagi deciduali 
e cellule specializzate di Hofbauer nei villi coriali  umani), dei polmoni (macrofagi alveolari dei 
polmonii) e dei tessuti linfoidi quali linfonodi, tonsille e milza, mentre L-SIGN viene espresso a 
livello  di  cellule  endoteliali  di  linfonodi,  (cellule  endoteliali  nel  sottocapsulare)  fegato  (cellule 
sinusoidali endoteliali), placenta (cellule endoteliali micro vascolari), polmone (cellule alveolari e 
cellule endoteliali) e intestino (capillari della lamina propria e placche di Peyer) (Soilleux et al., 
2002.; Martin et al., 2004; Liu et al.,2005; Wu et al.,2006, Soilleux., 2000; Bashirova et al., 2001, 
2001; Soilleux et al., 2003).
Strutturalmente i recettori sono organizzati in tre distinte regioni: un dominio citoplasmatico, un 
dominio  trans-membrana  e  un  dominio  extracellulare  (Figura  5)  (Geijtenbeek  et  al.,  2000; 
Bashirova et al., 2001; Khoo et al., 2008).
Figura 5. Struttura dei recettori DC-SIGN e L-SIGN.
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Il dominio citoplasmatico o intracellulare di 40 amminoacidi rappresenta la parte N-terminale della 
proteina,  codificato  dagli  esoni  1  e  2  viene  coinvolto  nell'internalizzazione  del  ligando,  nella 
trasduzione del segnale e rappresenta la differenza più grande tra le molecole DC-SIGN e L-SIGN 
(Geijtenbeek et  al.,  2000; Bashirova et  al.,  2001; Mummidi et  al.,2001; Pohlmann et al.,  2001; 
Geijtenbeek et al., 2003; Zhou et al., 2006; Khoo et al., 2008).
DC-SIGN presenta tre motivi conservati in questa regione, tyrosine (Y)-based, dileucine (LL) e 
triacidic cluster (EEE), che si pensa possano essere coinvolti nelle vie di segnalazione che regolano 
il legame, la fagocitosi e il trafficking intracellulare delle molecole riconosciute dal recettore. 
L'esone 3 codifica per il dominio trans-membrana di 18 amminoacidi (DC-SIGN) o 22 amminoacidi  
(L-SIGN) che costituiscie l'interfaccia tra i domini intracellulari ed extracellulari (Soilleux et al., 
2000).
Segue il dominio extracellulare, costituito da una regione ripetuta e una regione di riconoscimento 
dei  carboidrati  (CRD)  (Geijtenbeek  et  al.,  2000;  Soilleux  et  al.,  2000;  Bashirova  et  al.,  2001; 
Mummidi et al. 2001; Pohlmann et al., 2001; Figdor et al., 2003; Khoo et al., 2008).
La regione ripetuta detta “neck region”, codificata dall'esone 4, è una struttura ad α-elica costituita  
da sette ripetizioni complete e una incompleta di 23 amminoacidi altamente conservati (Mummidi 
et al., 2001; Figdor et al., 2003; Chaudhary et al., 2008; Khoo et al., 2008).
La neck region nel gene L-SIGN si presenta molto polimorfica con un numero di ripetizioni che 
varia tra 4 e 10, mentre DC-SIGN, probabilmente posta sotto forte pressione selettiva, risulta meno 
polimorfica con una predominanza di 7 ripetizioni  (Figdor et al., 2003; Chaudhary et al., 2008; 
Khoo et al., 2008).
Queste sequenze ripetute influenzano l'orientamento e la felssibiltà della regione CRD, cruciale 
nell'affinità di legame di agenti patogeni a questo dominio e inoltre partecipano alla stabilizzazione 
del tetramero proteico. 
Alcuni studi hanno dimostrato che un numero inferiore alle 7 ripetizioni ne riducono la stabilità 
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complessiva (Feinberg et al., 2005; Snyder et al., 2005; Gramberg et al., 2006; Khoo et al., 2008; Yu 
et al., 2009).
Sulla superficie cellulare questi recettori, riunendosi in tetrameri permettono l'interazione di diversi 
ligandi  patogeni  grazie  all'interazione  del  dominio  CRD  con  oligosaccaridi  quali  mannosio  e 
fucosio (Figura 6) (Chung et al., 2010 Figdor et al 2002). 
Figura 6. Rappresentazione del tetramero di DC-SIGN e L-SIGN
Il dominio flessibile CRD collegato alla neck region è codificato dagli esoni 5, 6 e 7 corrisponde al  
C-terminale della proteina. L'interazione CRD-oligosaccaridi permette a DC-SIGN di riconoscere 
diversi virus (HIV-1, HCV, CMV, Ebola, Dengue, coronavirus della SARS-CoV, HSV, H5N1,West 
Nile  e  morbillo),  batteri  (  Helicobacter  pylori, Mycobacterium  tuberculosis  e Leptospira 
interrogans),  funghi (Candida albicans  e Aspergillus fumigatus) e diversi parassiti (Leishmania  e 
Schistosoma mansoni)  (Geijtenbeek et al, 2000; Lozach et al., 2003; Tassaneetrithep et al., 2003; 
Marzi et al., 2004; Yang et al., 2004; Gaudart et al., 2008; Geijtenbeek et al, 2003; Cambi et al., 
2003). L-SIGN è invece coinvolto nella cattura di virus come Ebola, HIV-1 e HCV (Lozach et al., 
2003; Pohlmann et al., 2003; Cormier et al., 2004). 
DC-SIGN e L-SIGN inoltre riconoscono molecole espresse sulle cellule dell'ospite come molecole 
di adesione intracellulare sulle cellule endoteliali (ICAM-2) e recettori dei linfociti T (ICAM-3), 
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svolgendo  così  un  ruolo  chiave  nel  sistema  immunitario  contribuendo  alla  migrazione 
transendoteliale delle cellule dendritiche e la formazione della sinapsi virale CD4+-DC (Zhou et al., 
2006, Geijetenbeek et al., 2000).
Oltre al ruolo svolto nell’adesione e nella migrazione cellulare, il recettore DC-SIGN è coinvolto 
anche nei processi d’internalizzazione e processazione dell’antigene.
Una  volta  legato  al  suo  ligando  DC-SIGN induce  una  rapida  internalizzazione  della  molecola 
mediata dal motivo di-leucinico presente nel dominio citoplasmatico. Nella sua coda citoplsamtica 
il  recettore  contiene  un  altro  motivo  chiamato  tri-acidic  cluster  (EEE),  importante  per 
l'indirizzamento ai compartimenti proteolitici. Il complesso recettore-ligando viene convogliato ai 
compartimenti endosomiali o lisosomiali. Successivamente il ligando viene processato con l'MHC 
di classe II per la presentazione ai linfociti T. 
Il contatto tra le cellule dendritiche e le cellule T, è reso possibile da DC-SIGN che possiede un’alta 
affinità  di  legame  per  le  molecole  ICAM-3  espresse  sulla  superficie  dei  linfociti  T.  Questa 
interazione permette la stabilizzazione del contatto tra i due tipi di cellule, così come l’interazione 
delle  cellule  presentanti  l’antigene  con un gran  numero di  cellule  T a  riposo,  è  ciò promuove 
l’attivazione di queste cellule e favorisce così la risposta immunitaria (Geijtenbeek et al., 2000; 
Soilleux et al., 2002; Figdor et al., 2003; Geijtenbeek et al., 2003; Svajger et al., 2010). Molti agenti 
patogeni  che  interagiscono  con  il  recettore  DC-  SIGN  agiscono  sulle  vie  di  segnalazione 
intracellulare, con lo scopo di sovvertire le naturali funzioni della cellula, inibendo il processo di  
presentazione dell’antigene o modificando le vie  di segnalazione mediata da recettori  TLR. Ne 
consegue quindi il cambiamento nella risposta mediata da cellule T, che ne comporta l’attivazione 
e/o la depressione immunitaria (Zhou et al., 2006; Svajger et al., 2010).
L’interazione tra gli agenti patogeni e il recettore DC-SIGN permette variazioni nella segnalazione 
mediata da recettori TLR, in quanto provoca l’attivazione della serina/treonina chinasi Raf-1 che fa 
scattare l’acetilazione di p65, subunità di attività del fattore di trascrizione NF-Kb, e aumenta la 
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produzione  d’interleuchina-10,  interleuchina-12  e  interleuchina  6  modulando  la  risposta 
immunitaria (Zhou et al., 2006; den Dunnen et al., 2009).
Il legame DC-SIGN con gli agenti patogeni può inibire o favorire la polarizzazione delle cellule T 
helper  di  tipo  1  (Th1),  della  risposta  da  parte  delle  cellule  Th2  e/o  dell’induzione  della 
differenziazione delle cellule T regolatorie, le cui conseguenze sono, rispettivamente, l’attivazione o 
l’inibizione dell’immunità cellulo-mediata, contro patogeni intracellulari, e dell’immunità umorale, 
contro i patogeni extracellulari e la soppressione della risposta immunitaria (Svajger et al., 2010; 
Geijtenbeek et al., 2009).
Per quanto riguarda il recettore L-SIGN, la sua localizzazione nei tessuti e la sua capacità di legarsi 
agli  agenti  patogeni,  può spiegare  il  suo ruolo  come recettore impegnato nella  rimozione degli 
antigeni, così come l’adesione del recettore tra le cellule endoteliali sinusoidali del fegato (L-SEC) 
e dei leucociti (Bashirova et al., 2001; Geijtenbeek et al., 2002). Gli alti livelli di espressione di L-
SIGN nel fegato possono favorire l’infezione di cellule epatiche da alcuni tipi di virus (HIV-1), che 
agiscono da serbatoio per i nuovi virus e consentono l'interazione con le cellule T grazie ai sinusoidi 
del fegato. L’espressione di L-SIGN, nei linfonodi, implica un ruolo di questo recettore anche nella 
patogenesi  di  alcune  malattie,  nel  promuovere  le  infezioni  delle  cellule  T  ed  il  probabile 
coinvolgimento  nella  persistenza  di  infezioni  croniche  (Figdor  et  al.,  2003;  Geijtenbeek  et  al., 
2003). La caratterizzazione funzionale accoppiata agli schemi di espressione in diversi tipi di cellule  
suggerisce  un  probabile  interessamento  dei  recettori  DC-SIGN e  L-SIGN nell’attivazione  della 
risposta  immunitaria  e  nel  processo  dell’immunizzazione  da  certi  patogeni  (Geijtenbbek  et  al., 
2002; Dunnen et al., 2009).
1.8.1 Ruolo dei recettori DC-SIGN e L-SIGN nell'infezione da HIV-1
Tra i ligandi di DC-SIGN e L-SIGN troviamo il  virus dell'HIV-1, capace di sfruttare la cellula  
dendritica a proprio favore. DC-SIGN espresso sulla membrana cellulare della cellula dendritica 
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lega il virus interagendo con la glicoproteina gp120 del pericapside virale,  utilizzando un sito di 
riconoscimento specifico e diverso da quello per ICAM3 necessario invece per l'interazione DC-T. 
La cellula dendritica immatura presente al livello dell mucose migra nei linfonodi e il complesso 
DC-SIGN-HIV  viene  internalizzato  nella  cellula  e  convogliato  agli  endosomi  dendritici  dove 
avviene la dissociazione del ligando e il suo processamento, mentre il recettore DC-SIGN viene 
riciclato ed esposto sulla membrana cellulare (Cambi et al.,2009).
Molte particelle virali vengono distrutte attraverso questo meccansimo, associate poi alle molecole 
MHC di  classe I  e II  vengono presentate  ai  linfociti  T.  Alcuni  virus  però entrano nella  cellula 
dendritica dove conservano per alcuni giorni la loro infettività nascoste dal sistema immunitario in 
corpi vescicolari,  utilizzando le cellule dendritiche come “cavallo di Troia” e avviando un ciclo 
riproduttivo di HIV-1 pronto poi a infettare cellule sensibili presenti in prossimità (Geijtenbeek et 
al., 2002; van Kooyk et al., 2003).
La capacità dei recettori DC-SIGN e L-SIGN di trasmettere e catturare l'HIV-1 alle cellule T può 
dipendere dalla loro organizzazione sulla membrana e dalla capacità di multimerizzare (Geijtenbeek 
et al., 2002). Inoltre, eventi di splicing alternativi sembra generino una vasta gamma d'isoforme 
solubili  e  associate  alla  membrana,  che  condizionano  il  progresso  della  trasmissione  del  virus 
(Mummidi et al., 2001; Van Kooyo et al., 2003; Khoo et al., 2008; Boily-Larouche et al., 2009).
L'HIV-1 infetta le cellule attraverso l'infezione in trans e l'infezione in cis. (Figura 7) 
Figura 7. Rappresentazione d'infezione in trans tra cellula dendritica e linfocita T (A) e infezione in cis nel  
macrofago (B).
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L'infezione  in  trans  che  coinvolge  entrambi  i  recettori  DC-SIGN e L-SIGN avviene  quando il  
recettore  dendritico  è  espresso  in  una  cellula  diversa  da  quella  infettata  come  nel  caso  della 
formazione della sinapsi virale DC-linfociti T CD4+ (Bashirova et al., 2001; Soilleux et al., 2003). 
L'infezione in cis, descritta solo per DC-SIGN, avviene quando il recettore viene coespresso con i 
recettori CD4 e con CCR5 e CXCR4, causando un aumento di efficienza dell'infezione promossa da 
HIV-1 (Lee et al., 2001; Soilleux et al., 2003; van Kooyk et al., 2003; Wu et al., 2006; Chung et al., 
2010; Zhou et al., 2010).
Il  legame di DC-SIGN con HIV-1 sembra possa inibire la  maturazione della  cellula dendritica, 
fondamentale per presentare gli  antigeni  virali  processati,  favorendo invece la  formazione della 
sinapsi  virale,  grazie  anche  al  legame di  DC-SIGN con  ICAM3 sulla  cellula  T CD4+.  Inoltre 
l'attivazione  di  DC-SIGN  è  stato  dimostrato  inibire  l'espressione  del  complesso  maggiore  di 
istocompatibilità  di  classe  II,  promuovendo  invece  la  trascrizione  di  geni  fondamentali  per  la 
replicazione virale (Hodges et al., 2007; Sol-Foulon et al., 2002).
Infine a basse concentrazioni di virus, la capacità dei recettori DC-SIGN di convogliare in modo 
efficiente i virus ai linfociti T provoca una rapida infezione poiché il virus viene subito indirizzato 
alle cellule per le quali ha maggior tropismo (Geijtenbeek et al., 2000; Geijtenbeek et al., 2002; van 
Kooyk et al., 2003; Chung et al., 2010).
Inoltre DC-SIGN attraverso l'attivazione di vie di trasduzione del segnale può modulare la risposta 
immunitaria attraverso i recettori Toll-like, con conseguente aumento della produzione di IL-10 che 
inibisce la risposta immunitaria adattatrice (Gringhuis et al., 2009; Gringhuis et al., 2010; Svajger et 
al., 2010).
L'infezione promossa da L-SIGN è analoga a quella appena descritta per DC-SIGN, tuttavia può 
contare su internalizzazone e degradazione virale proteosoma-dipendente (Boily-Larouche et al., 
2009).
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L’espressione di L-SIGN nei linfonodi e in cellule sinusoidali endoteliali, rappresenta un evidente 
meccanismo utilizzato  dal  virus  per  infettare  le  cellule  TCD4+ libere.  Queste  cellule  hanno  la 
capacità di presentare gli antigeni ai linfociti T, poiché i virus liberi, interagiscono con i recettori L-
SIGN presenti sulla loro superficie e, successivamente, vengono presentati alle cellule T. Questo 
meccanismo si realizza anche nelle cellule endoteliali sinusoidali del fegato (LSECs) (Baribaud et 
al., 2001; Polmann et al., 2001; Soilleux et al., 2002; Figdor et al., 2003).
Nel  fegato,  l’espressione  di  recettori  L-SIGN  nelle  LSECs,  consente  la  cattura  di  HIV-  1 
direttamente  dal  sangue  per  la  successiva  infezione  dei  linfociti  T  in  trans.  Tuttavia  è  stata 
dimostrata una suscettibilità delle LSECs all’infezione da HIV-1, dovuta al recettore L-SIGN che 
promuovere l’ingresso del virus, definendole così un serbatoio per la produzione di nuovi virus che 
possono essere indirizzati  ai  linfociti  T attraverso i  sinusoidi  del  fegato (Bahirova et  al.,  2001; 
Geijtenbeek et al., 2002).
1.8.2 Ruolo dei recettori DC-SIGN e L-SIGN nella trasmissione verticale di HIV-1
La placenta umana viene definita emocoriale poiché vi è un diretto contatto tra il sangue materno e 
la componente placentare di origine fetale detta corion.
La placenta, garantendo un collegamento tra circolazione materna e fetale, assicura il nutrimento 
necessario allo sviluppo fetale, l'eliminazione dei cataboliti e favorisce gli scambi gassosi, inoltre ha 
una  funzione  protettiva  permettendo  il  passaggio  di  anticorpi,  che  assicurano  una  difesa 
immunologica fin nei primi mesi di vita.
Questa  barriera  però  può  risultare  permeabile  ad  agenti  estranei,  come  il  virus  dell'HIV-1, 
esponendo il feto al rischio di trasmissione transplacentare qualora la madre sia infetta (Velilla et  
al., 2008).
Alcuni tipi di cellule rappresentano i target per la diffusione virale, come macrofagi e macrofagi 
deciduali specializzati della placenta, chiamate cellule di Hofbauer (Soilleux et al., 2001).
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Sia i macrofagi deciduali che le cellule di Hofbauer svolgono un ruolo importante nella fisiologia 
della placenta, promuovendo lo sviluppo e il controllo del flusso di sangue (macrofagi deciduali) e 
agendo in difesa dagli agenti infettivi (cellule di Hofbauer) (Soilleux et al., 2001).
Le cellule di Hofbauer, hanno la capacità di favorire l’infezione da HIV-1 sia in vitro che in vivo. 
Questa capacità è probabilmente legata all’espressione dei recettori cellulari legati ai linfociti T, 
come CD4, CCR5 e CXCR4 (Soilleux et al., 2001; Soilleux et al., 2003).
La co-espressione dei recettori CD4, CCR5 e CXCR4 e del recettore DC-SIGN, si pensa sia la  
causa di una maggiore infezione di HIV-1 in cis, suggerendo il coinvolgimento di DC-SIGN nella 
trasmissione virale, in circostanze in cui i livelli di espressione dei recettori per l’ingresso del virus 
sono bassi. Oltre ad aumentare l’efficienza di infezione in cis, DC-SIGN è anche coinvolto come 
mediatore di infezione delle cellule TCD4+ in trans (Soilleux et al., 2001; Soilleux et al., 2003).
Durante  la  gravidanza,  vi  è  un  aumento  dell’espressione  di  recettori  DC-SIGN sulle  cellule  di 
Hofbauer dei villi coriali, il che può riflettere un aumento del tasso di trasmissione del virus da 
madre a figlio. Promuovendo l’interazione tra HIV-1 e le cellule di Hofbauer, DC-SIGN fornisce un 
efficiente meccanismo attraverso cui il virus può essere trasmesso ad altri recettori virali in trans 
(Soilleux et al., 2001).
La  principale  barriera  fisica tra  le  cellule  di  Hofbauer  e  i  fluidi  materni,  si  forma sulla  parete  
formata dalle cellule del trofoblasto. Questo tipo di cellula esprime recettori per l’ingresso di HIV-1,  
consentendone  l’infezione.  Inoltre,  le  lesioni  nella  parete  dei  trofoblasti,  causate  da  processi 
spontanei o come conseguenza di malattie infettive (corioamniotite) o l'uso di sostanze dannose 
(fumo e stupefacenti) permettono il contatto diretto tra le cellule fetali di Hofbauer (DC-SIGN+, 
CD4+, CCR5+, CXCR4+) e le particelle virali inglobate dai macrofagi della decidua materna o dalle 
cellule  dendritiche  (DC-SIGN+)  presenti  nel  sangue  materno.  Questo  permette  l’efficiente 
propagazione virale nelle cellule fetali che esprimono recettori  di legame per l’entrata del virus 
HIV-1 (Figura 8) (Moussa et al., 1999; Soilleux et al., 2001; Soilleux et al., 2003; Newell et al., 
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2006).
Figura 8. Struttura schematica della placenta e funzionalità coinvolte nella trasmissione 
transplacentare del virus HIV-1.
Alcuni  studi  hanno suggerito che il  meccanismo di  associazione  tra  il  virus HIV-1 e le  cellule 
permissive, come ad esempio, l’HIV-1 al recettore DC-SIGN, opera efficacemente in gravidanze in 
cui la viremia rimane bassa a causa della somministrazione della terapia antiretrovirale (Soilleux et 
al., 2001). Il legame delle particelle virali a DC-SIGN consente di concentrare le particelle sulla 
superficie delle DC, aumentando la probabilità di ingresso, mediante il legame a recettori CD4 e co- 
recettori sulle cellule bersaglio. Inoltre, il virus legato a DC-SIGN, può rimanere vitale per diversi  
giorni, consentendo un trasferimento più efficiente alle cellule T, rispetto al trasferimento eseguito 
da virus non associati con le cellule (Baribaud et al., 2001, Geijtenbeek et al., 2002; Van Kook et 
al., 2003).
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Tre meccanismi sono stati proposti per spiegare la trasmissione transplacentare del virus HIV-1: il 
primo suggerisce che le cellule di Hofbauer infettate da HIV-1 o con il virus legato ai recettori DC-
SIGN, possono entrare nel feto attaverso la vena ombelicale; (Soilleux et al., 2001; Soilleux et al., 
2003), il secondo suggerisce che le cellule di Hofbauer infettate da virus HIV-1 o con il virus legato 
ai  recettori  DC-SIGN  rimangono  in  situ  nei  villi  coriali,  promuovendo  la  presentazione  degli 
antigeni  di  HIV-1 e  la  successiva infezione  dei  linfociti  T;  tuttavia  questo meccanismo sembra 
improbabile, dato che i linfociti T sono praticamente inesistenti nei villi coriali; il terzo sostiene che 
le  cellule  di  Hofbauer  possono  infettarsi  con  HIV-1  e  rilasciare  particelle  virali  infettive,  che 
possono essere riconosciute dai recettori L-SIGN espressi sulle cellule endoteliali, immediatamente 
adiacenti ai capillari della placenta. L’endotelio, a sua volta, può mediare l’infezione da HIV nei 
linfociti T presenti nel sangue circolante. I linfociti T e/o le cellule di Hofbauer infettati da virus o 
con  la  particella  virale  legata  sulla  loro  superficie  possono  muoversi  tra  la  placenta  e  il  feto 
attraverso il sangue ombelicale.
1.8.3 Polimorfismi nei geni DC-SIGN e L-SIGN e infezioni ad essi correlate
Numerosi polimorfismi sono stati descritti per DC-SIGN e L-SIGN e molti di questi SNPs sono 
stati associati a suscettibilità e resistenza a diverse malattie.
Alcuni  polimorfismi  del  promotore  di  DC-SIGN e  l'associazione  con diverse  malattie  vengono 
riportati in tabella 1.
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Tabella 1.  Polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs) della regione del promotore del gene DC-
SIGN e le sue associazioni con le malattie.
Questi  SNPs  nella  regione  del  promotore  sembrano  influenzare  l'espressione  genica  attraverso 
meccanismi che coinvolgono il  legame di fattori  di  trascrizione,  alterazioni nel processamento , 
nella stabilità e nella trascrizione dell'mRNA (Selvaraj et al., 2009).
Ad esempio,  il  polimorfismo -336 A/G, nella sua variante -336G sembra alterare il  legame del 
fattore di trascrizione SP-1, modulandone negativamente l'attività trascrizonale del gene e la sua 
espressione in vitro (Sakuntabhai et al., 2005).
Inoltre le ripetizioni nel quarto esone di entrambi i geni DC-SIGN e L-SIGN hanno evidenziato un 
legame con suscettibilità e protezione nei confronti di diverse malattie (tabella 2 )
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Tabella 2. Studi sulla possibile associazione tra il numero di ripetizioni nell’ esone 4 di DC- SIGN e 
L-SIGN e patologie infettive.
1.9 MBL
La proteina MBL fu scoperta per la prima volta più di sessant'anni fa, quando Sir Frank Macfarlane 
Burnet e John McCrea, identificarono nel siero tre inibitori, α, β e γ efficaci nell'inattivare il virus 
influenzale. Quello che allora veniva chiamato inibitore β oggi viene chiamato MBL, lectina legante  
mannosio (Burnet FM and McCrea JF, 1946) .
Isolata  per  la  prima volta  nell'uomo nel  1983 a  livello  epatico,  questa  lectina di  tipo C è una 
molecola di riconoscimento del sistema del complemento in grado di legare mannosio, residui di N-
acetilglucosammina e N-acetilmannosammina, glucosio e fucosio presenti sulla membrana cellulare 
di  un  vasto  numero  di  batteri,  virus,  funghi  e  parassiti,  intervenendo  in  prima  linea  contro 
l'instaurarsi d'infezioni che questi microorganismi possono provocare  (Wild et al., 1983;  Jack and 
Turner 2003; Turner, 2003).
MBL circolante, legato a delle serin-proteasi chiamate MASP, dopo aver riconosciuto e legato un 
microorgansimo, riconosce diversi recettori lectinici presenti in vari tipi cellulari come monociti, 
macrofagi,  linfociti  B,  piastrine,  cellule  endoteliali  e  fibroblasti,  favorendo  la  fagocitosi, 
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l'opsonizzazione, l'eliminazione del patogeno e delle cellule apoptotiche (Ogden et al., 2001). Il 
cambiamento conformazionale di MBL, dopo il riconoscimento del patogeno, induce l'attivazione 
delle  serin-proteasi  associate  e MASPs che  determinano l'attivazione del  sistema complemento: 
MASP-1 sembra agire direttamente sul componente C3 della via del complemento, mentre MASP-2 
una volta attivata consente il clivaggio di C4 e C2 a formare l'enzima C3 convertasi (C4bC2a) che 
libera C3, chiave fondamentale per la completa attivazione della via del complemento (Figura 9) (Ip 
et al., 2004; Selander et al., 2006).
Figura 9. Attivazione del sistema complemento da parte di MBL
Il gene che codifica per MBL (MBL2) è stato mappato sul braccio lungo del cromosoma 10 (q11.2-
q21), si estende su un tratto di 6,3 Kb ed è organizzato in quattro esoni separati da tre introni. 
(Sastry et al., 1989). Il promotore di MBL2 contiene molti siti di legame per fattori di trascrizione 
che modulano la trascrizione del gene. Il primo esone codifica per un peptide segnale, un dominio 
N-terminale ricco di cisteine, e parte della regione che forma la tripla elica del collagene. Il secondo 
esone codifica per la continuazione della tripla elica con altre 12 Gli-Xaa-Yaa ripetizioni, la regione 
simil-collagene. L’esone 3 codifica per un dominio con funzione strutturale chiamato neck region 
33
mentre  l’esone 4 per  la  “testa”  globulare  posta  al  C-terminale,  responsabile  di  legare  i  residui 
oligosaccaridici in maniera Ca++-dipendente, chiamata  CRD (carbohydrate recognition domains).
La struttura di questa proteina ricorda quella del primo componente della via del complemento C1q, 
con la presenza di teste globulari e code collageno-simili  (Figura 10) (Drickamer et  al.,  1986). 
Sintetizzata come monomero si associa a formare dei trimeri di 32 kDa, attraverso l'associazione 
della regione collageno-simile stabilizzata da interazioni idrofobiche, in una tripla elica. 
Figura 10. Rappresentazione del gene, della proteina, dei trimeri e del “bouquet” di MBL.
Più  trimeri  (da  2  a  6)  oligomerizzano  poi  a  formare  multimeri  facendogli  assumere  la  tipica 
somiglianza a “bouquet” con i gambi formati dalla regione collageno-simile ed i fiori dalla regione 
di riconoscimento e legame dei carboidrati CRD (Petersen et al., 2001).
Il  grado di  oligomerizzazione  sembra  essere  direttamente  proporzionale  all'affinità  di  legame e 
quindi  la  capacità  di  attivare il  complemento svolta  dal  dominio  CRD (Kawasaki  et  al.,  1999; 
Petersen et al., 2001).
Nella regione del promotore sono state scoperte diverse sequenze consensus: una sequenza a –592 
bp simile alla sequenza consensus che in Drosophila lega le proteine da shock termico. Questa 
sequenza favorirebbe l’inizio della trascrizione del gene durante la fase acuta. Vi sono inoltre tre 
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sequenze simili alla sequenza consensus per l’elemento che risponde ai  glucocorticoidi,  ormoni 
importanti nella risposta allo stress (Taylor et al., 1989).
Questa lectina viene sintetizzata principalmente dal fegato e in maniera minore in diversi organi e 
tessuti  linfoidi  e  non,  a  livello  della  cellule  epiteliali  vaginali  e  nelle  cellule  dendritiche  di  
derivazione monocitica (Bulla et al., 2010; Wagner et al., 2003). Secreta come proteina della fase 
acuta viene definita ante-anticorpo poiché la sua secrezione viene indotta rapidamente rispetto ai 
tempi più lunghi della risposta anticorpale  (Ezekowitz et al., 1991). MBL viene secreta nei fluidi 
dell'orecchio medio, nelle articolazioni infiammate, nel siero, nelle secrezioni naso-faringee, nella 
cavità cervico-vaginale e nel liquido amniotico in quantità comprese tra 50 ng/ml e 3 µg/ml (Babula 
et  al.,2003;  Petersen et  al.,  2001).  Studi  recenti  dimostrano che MBL viene espresso anche nei 
neuroni,  astrociti,  microglia  e  oligodendrociti  in  pazienti  con  encefaliti  da  HIV,  sottolineando 
l'importanza della risposta immunitaria  innata nelle infezioni da HIV nel cervello (Singh et  al., 
2011).
1.9.1 Ruolo di MBL nell'infezione da HIV-1
L'esposizione al virus HIV provoca delle conseguenze cliniche molto varie negli individui: alcuni 
vengono a contatto diverse volte col virus senza mai infettarsi mentre altri pur venendo infettati non 
mostreranno mai le manifestazioni cliniche tipiche della malattia AIDS.
Sembra  che  MBL sia  uno  di  quei  fattori  che  possono  influenzare  la  suscettibilità  e  la  gravità 
all'infezione da HIV. Alla base dell'infezione ritroviamo l'interazione di MBL con la glicoproteina 
virale gp120, che non neutralizza il virus ma lo opsonizza alterando il normale “traffiking” virale e 
la presentazione degli antigeni di HIV durante l'infezione.
Studi in vitro hanno dimostrato l'efficacia di MBL nel prevenire l'assorbimento e la diffusione delle 
particelle virali, inibendo la trans-infezione operata dal recettore dendritico DC-SIGN (Ying et al., 
2004).
35
Garred e coll. hanno messo in relazione la bassa concentrazione serica di MBL con un’aumentata 
suscettibilità  all’infezione  da  HIV-1  in  un  gruppo  di  96  individui  sieropositivi,  Caucasici  e 
omosessuali, nei quali la ridotta concentrazione della proteina si è rivelata un indice prognostico di 
peggioramento  rapido  della  patologia,  in  modo  non  dipendente  dalla  conta  dei  linfociti  CD4+ 
circolanti (Garred et al., 1997).
Tale studio ha evidenziato una netta correlazione tra l’assenza dell’allele A (l’allele wild-type) e la 
suscettibilità individuale all’infezione da HIV-1. Successivamente l’allele mutato e’ stato associato 
ad una ridotta progressione all’AIDS in una coorte di omosessuali infettati con il virus HIV-1 (Maas 
et al., 1998). I due lavori suggerivano quindi un duplice ruolo della lectina nell’infezione da HIV-1 
negli individui adulti. 
Due studi hanno dimostrato un ruolo di MBL anche nella suscettibilità all'infezione da HIV in una 
popolazione pediatrica brasiliana e nella progressione della malattia in bambini italiani sieropositivi 
nati da madri HIV+ (Boniotto et al., 2003; Amoroso et al., 1999).
Questa lectina legante il mannosio è un'importante componente del sistema dell'immunità innata, 
soprattutto per la popolazione pediatrica, in particolar modo per la fascia d'età compresa tra i 6 e i  
24 mesi di vita, quando le immunoglobuline materne iniziano a scomparire e il sistema immunitario 
del bambino è ancora immaturo (Super et al., 1989).
Da una parte la capacità di opsonizzare il virus e dall'altro studi in vitro descrivono la capacità di 
MLB di modulare l'infiammazione e aumentare la replicazione virale, promuovendo l'attivazione 
delle cellule infiammatorie aumentando la distruzione dei linfociti T CD4+ (Heggelund et al., 2005).
1.9.2 Polimorfismi nel gene MBL2 e infezioni ad esso correlati
Sembra oramai certo che bassi livelli sierici di MBL correlino con una suscettibilità maggiore alle  
malattie di natura infettiva (Jack et al., 2003).
Bassi livelli di MBL nel siero sono stati associati a tre mutazioni puntiformi presenti nel primo 
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esone del gene, responsabili di un'anomala oligomerizzazione della proteina (Garred et al., 2009). 
Le tre mutazioni riguardano il codone 52 (CGT in TGT; variante D, wild type A), il codone 54 
(GGC in GAC; variante B, wild type A) e il codone 57 (GGA in GAA; C, wild type A) e codificano 
rispettivamente per una sostituzione di una arginina con una cisteina, di una glicina con un acido 
aspartico e di una glicina con un acido glutammico (Madsen et al., 1995; Garred et al., 1997).
Il polimorfismo al codone 54 ha una frequenza del 25% nella popolazione euroasiatica, mentre nella  
stessa popolazione risulta rara la variante C che è invece molto frequente negli africani subsahariani 
(50%-60%).  Il  polimorfismo  al  codone  52  è  rappresentato  nella  popolazione  europea  con  un 
frequenza del 14% mentre in quella africana la frequenza è molto più bassa.
Sia la mutazione al codone 54 che la mutazione al codone 57 disturbano, in una catena del peptide, 
la  ripetizione assiale della  glicina (Gly-Xaa-Yaa)  della  regione collageno-simile  e provocano la 
sintesi di trimeri che non possono formare multimeri funzionali o sono più facilmente degradati 
dalle metalloproteasi (Butler et al., 2002).
Bassi livelli di MBL sono stati osservati anche in individui con varianti polimorfiche nella regione 
del promotore e al 5'UTR: un polimorfismo in posizione –550 (varianti H/L), un polimorfismo in 
posizione –221 (varianti X/Y) e un polimorfismo in posizione +4 del 5'UTR (variante P/Q).
L'aplotipo HYP è stato associato a medi o alti livelli sierici di MBL, mentre l'aplotipo LXP mostra  
un’associazione con una minor qunatità di proteina nel siero.(Arnold et al., 2006; Thiel et al., 2006). 
Questi  aplotipi  mostrano  un  forte  linkage  disequilibrium  con  i  polimorfismi  dell'esone  1,  ne 
risultano così  sette  aplotipi  più  comuni  HYPA,  LYPA,  LYQA,  LXPA,  HYPD,  LYPB e  LYQC 
(Madsen et al., 1998; Parrella et al., 2007; Wang et al., 2007).
Un deficit di questa proteina è stato descritto in pazienti affetti da infezione da mycoplasma con 
una variante allelica nell'esone 1 (Hamvas et al., 2005). Lo stesso si è osservato in altre infezioni  
come l'epatite B e l'epatite C (Chong et al., 2005; Matsushita et al., 1998).
Aumentati  livelli  sierici  di MBL vengono descritti  in donne durante tutta la gravidanza, mentre 
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diversi studi hanno evidenziato la relazione tra bassi livelli proteici nel siero materno e maggior 
frequenza di aborto, indicando la scarsità di MBL nel siero materno come un fattore di rischio per 
nascite premature e ridotto peso alla nascita  (van de Geijn et al., 2007; Christiansen et al., 1999; 
Kilpatrick et al., 1999; Kruse et al., 2002).
Questi  polimorfismi aiutano a spiegare la diversità interindividuale nei livelli  della proteina nel 
siero (Madsen et al., 1995). 
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2. SCOPO DELLA TESI
Nel  mondo,  la  maggior  parte  delle  infezioni  pediatriche  da  HIV-1 avvengono per  trasmissione 
verticale. Diversi studi hanno messo in evidenza l’importanza che assumono, ai fini dell’infezione 
virale, i fattori genetici dell’ospite ed in particolare quelli codificanti per molecole dell’immunità 
innata.
Lo scopo della tesi è stato quello di indagare il ruolo di diversi polimorfismi presenti in tre geni  
dell'immunità innata che codificano per la Dendritic Cell-Specific Intracellular adhesion molecules-
3  (ICAM-3)-Grabbing  Non-integrin  (DC-SIGN),  la  Liver/Lymph  node-Specific  Intracellular 
adhesion molecules-3 (ICAM-3)-Grabbing Non-integrin (L-SIGN) e la Mannose Binding Lectin 
(MBL). I  recettori DC-SIGN e L-SIGN sembrano mediare la cattura virale da parte delle cellule 
dendritiche  e  dei  macrofagi  specializzati  già  a  livello  di  placenta,  inoltre,  la  proteina  MBL è 
impegnata nel diretto riconoscimento del virus HIV e viene espressa già a livello fetale.
Abbiamo genotipizzato 5 SNPs nella regione del promotore di DC-SIGN, -871A>G, -336A>G, 
-201G>T e -139G>A e analizzato i polimorfismi “tandem repeat” dell’esone 4 di DC-SIGN e L-
SIGN e in una popolazione di bambini brasiliani contagiati per via verticale.
Gli  stessi  polimorfismi  sono stati  studiati  nella  popolazione  adulta  italiana  fatta  eccezione  per 
l'analisi  della  “tandem  repeat”  all'esone  4  di  L-SIGN  mentre  è  stato  studiato  in  aggiunta  un 
polimorfismo all'esone 5 di L-SIGN.
La scelta di analizzare questi specifici SNPs nella regione del promotore di DC-SIGN è dovuta al 
fatto  che  questa  regione  è  bersaglio  di  molti  fattori  trascrizionali,  come  SP-1,  che  modulano 
l’attività trascrizionale di DC-SIGN. Inoltre, si è scelto di analizzare i polimorfismi “tandem repeat” 
di  DC-SIGN e  L-SIGN in  quanto  svolgono un ruolo  cruciale  nell’affinità  di  legame di  agenti  
patogeni al dominio di riconoscimento dei carboidrati (CRD).
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Per quanto riguarda MBL i polimorfismi analizzati riguardano la regione del promotore, XY e HL, 
e tre polimorfismi del primo esone al codone 52, 54 e 57 in una popolazione pediatrica africana 
subsahariana.
I polimorfismi scelti al promotore modificano i livelli di espressione della proteina MBL, mentre gli 
SNPs all'esone 1 sono responsabili di un'anomala oligomerizzazione della proteina e quindi della 
formazione di multimeri non funzionali e facilmente degradati.
Numerosi studi hanno evidenziato diverse correlazioni tra questi polimorfismi e una maggiore o 
minore  suscettibilità  alla  trasmissione  di  infezioni  virali  e  alla  progressione  delle  infezioni  in 
diverse popolazioni. 
Il nostro obiettivo è quello di indagare il ruolo che queste varianti  geniche possono avere nella  
trasmissione del virus HIV-1 in popolazioni pediatriche nate da madri infettate dal virus. Il sistema 
dell'immunità innata nel neonato rappresenta l'unica forma di protezione alle infezioni assieme alle 
immunoglobuline materne, riteniamo quindi che minime variazioni nell'espressione di DC-SIGN, 
L-SIGN e MBL, dovute a variazioni nella sequenza genica, possano variare il grado di protezione o 
di  suscettibilità  all'infezione  da  HIV-1,  giustificando  quindi  la  presenza  di  bambini  che  pur 
nascendo da madri HIV+ non contraggono il virus. Chiarire come queste molecole intervengono 
nelle  diverse  modalità  di  trasmissione  potrà  essere  utile  al  fine  di  individuare  nuovi  target 
terapeutici.
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3. MATERIALI E METODI
3.1 DC-SIGN e L-SIGN
3.1.1 Popolazione di studio
Per gli studi sulla trasmissione verticale dell’infezione di HIV sono stati inclusi 192 bambini con 
infezione perinatale (HIV+) di cui 94 maschi e 98 femmine, con un’età media di 6,6 anni ± 4,4 s.d.
(deviazione standard) e 58 bambini esposti al virus HIV ma non infetti (HIV-) di cui 28 maschi e 30 
femmine,  con  un’età  media  di  5,8  anni  ±  3,7  s.d.  provenienti  dal  day  hospital  immunologico 
dell’IMIP (Istituto Materno Infantile- Prof.Fernando Figueira) di Recife (Brasile). Tutti i bambini 
sono  nati  da  madri  HIV-1  positive  che  non  hanno  ricevuto  alcun  trattamento  con  terapia 
antiretrovirale  durante  la  gravidanza  e  nati  con  parto  naturale  (no  cesareo).  Inoltre  sono  stati  
analizzati come popolazione di controllo 96 bambini della stessa origine etnica non infetti nati da 
madri sieronegative, di cui 49 maschi e 47 femmine con un’età media di 7.1 anni ± 4.8 s.d.
Inoltre, per gli studi sulla trasmissione orizzontale dell’infezione da HIV, sono stati analizzati 179 
pazienti HIV+ italiani, di cui 121 maschi e 58 femmine di età media di 46 anni ± 9.90 s.d. raccolti 
dalla S.S. Virologia dell’IRCCS ”Burlo Garofolo” di Trieste. Come popolazione di controllo sono 
stati reclutati 210 soggetti sieronegativi, senza comportamenti a rischio o esposizione nota al virus, 
di cui 106 maschi e 104 femmine di un’età media di 38 anni ± 11.39 s.d. tutti di origine italiana.
3.1.2 Estrazione di DNA 
Il DNA della popolazione di studio brasiliana (adulti e bambini) e dei controlli adulti italiani è stato  
estratto  a  partire  da  300  μl  di  sangue  intero  periferico  prelevato  in  EDTA,  utilizzando  il  Kit 
commerciale Wizard Genomic DNA Purification (Promega). Per gli adulti italiani si tratta di una 
coorte di cui  avevamo già i  DNA estratti  e conservati  a  -20°C. La stima della purezza e  della 
concentrazione del DNA , è stata effettuata con il metodo spettrofotometrico.
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3.1.3 Analisi dei polimorfismi
3.1.3.1 Analisi dei polimorfismi “tandem repeat” dell’esone 4 di DC-SIGN e L-SIGN
I polimorfismi “tandem repeat” dell’esone 4 di DC-SIGN e L-SIGN sono stati analizzati mediante 
una convenzionale PCR e separazione dei prodotti di amplificazione mediante elettroforesi su gel di 
agarosio .
Per DC-SIGN è stata utilizzata la seguente coppia di primers: 
Forward 5’-CCACTTTAGGGCAGGAC-3’ 
Reverse 5’-AGCAAACTCACACCACACAA-3’
La miscela di reazione, svolta in un volume finale di 25 µl, è composta da 2,5 µl di Buffer 10X,  2 
µl  di  MgCl2 25 mM,  2  µl  di  dNTPs 10 mM, 0.5 µl  di  ciascun primer  10 µM, 0.2 µl  diTaq  
polimerasi (AmpliTaqGold-PE Biosystems) 5U/µl e acqua per portare la reazione a volume; 50 ng 
di DNA vengono amplificati a 95 oC per 10 min, successivamente per 40 cicli a 95 °C per 30 sec, 59 
oC per 30 sec, 72 oC per 30 sec, in fine 72 oC per 7 min e poi a 4 °C fino ad utilizzo.
Per la reazione di amplificazione dell’esone 4 di L-SIGN è stata utilizzata la seguente coppia di 
primers:
Forward 5’-TGTCCAAGGTCCCCAGCTCCC-3’
Reverse 5’-GAACTCACCAAATGCAGTCTTCAAATC-3’
La miscela di reazione, svolta in un volume finale di 25 µl, è composta da 2,5 µl di Buffer 10X,  2 
µl  di  MgCl2 25 mM,  2  µl  di  dNTPs 10 mM, 0.5 µl  di  ciascun primer  10 µM, 0.2 µl  diTaq  
polimerasi (AmpliTaqGold-PE Biosystems) 5U/µl e acqua per portare la reazione a volume; 50 ng 
di DNA vengono amplificati a 95 oC per 10 min e poi per  35 cicli a 94 °C per 5 sec, 62 oC per 7sec, 
72oC per 60 sec, successiamente 7 minuti a 72 °C e poi a 4 °C.
Le amplificazioni sono state effettuate in termociclatori PCR System 9700 (Applied Biosystem).
I prodotti di PCR sono stati visualizzati mediante esposizione ai raggi UV dopo separazione tramite 
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elettroforesi su gel di agarosio al 3% colorato con etidio bromuro.
La determinazione del genotipo è stata ottenuta dal confronto delle bande osservate con una marker 
di peso molecolare noto (Figura 11; Figura 12).
Figura 11 . Genotipizzazione di DC-SIGN. La corsa 1 rappresenta il controllo negativo di amplificazione. 
Le corse da 2-6 e la corsa 8 rappresentano il genotipo omozigote 7/7 con dimensione della banda di 852bp. 
La corsa 7 rappresenta il marker di 100 bp.
Figura 12 . Genotipizzazione di L-SIGN. La corsa 1 rappresenta il controllo negativo di amplificazione. Le 
corse 2, 3, 13 rappresentano genotipi eterozigoti 7/5 con dimensione delle bande di 577bp e di 439bp. Le 
corse 4, 6, 7, 10, 12, rappresentano l’omozigote 7/7 con dimensione della banda di 577bp. Le corse 5 e 8 
rappresentano omozigoti 5/5 con dimensione della banda di 439 bp. La corsa 9 rappresenta il marker di 
100bp.
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3.1.3.2 Analisi dei polimorfismi nel promotore del gene DC SIGN
Per la genotipizzazione dei polimorfismi (-871A>G rs735239, e -939G>A rs735240) di DC-SIGN 
si è deciso di utilizzare la PCR allele specifica in tempo reale utilizzando la tecnologia delle sonde 
Taqman  (Applied  Byosistem)  sullo  strumento  7900  HT Fast  Real  Time  PCR Sistem (Applied 
Byosistem).
Questo strumento consiste in un termociclatore a 96 pozzetti (o 384, a seconda del blocco montato) 
connesso a un sistema laser/CCD camera. Una fibra ottica emette una luce laser capace di eccitare i  
fluorofori  presenti  nella  reazione di  PCR, il  raggio arriva poi  ad una CCD camera dove viene 
analizzato dal software SDS 2.3.
Per poter evidenziare i prodotti di PCR in tempo reale questa tecnica utilizza dei particolari tipi di  
sonda ad ibridazione allele specifica per il DNA di interesse. Per ogni polimorfismo vi sono due 
coppie di primer (forward e reverse) e due sonde, una complementare alla sequenza  wild type  e 
marcata con un tipo di fluoroforo reporter, l’altra complementare alla sequenza con la mutazione e 
marcata con un diverso fluoroforo reporter. In entrambe le sonde è inoltre presente una molecola 
“Quencher”.
A seconda  dell’allele  presente  nel  DNA si  lega  una  delle  due  sonde,  con  la  liberazione  del 
fluoroforo corrispondente. Come rappresentato in figura , si ottengono graficamente diverse curve: 
una singola curva per gli omozigoti wild type o mutati (solo il fluoroforo VIC o il fluoroforo FAM 
emette la fluorescenza a seconda della relativa corrispondenza allele-sonda), una doppia curva quasi 
sovrapposta per gli  eterozigoti  (sia VIC che FAM emettono la fluorescenza perché entrambe le 
sonde si sono legate ai rispettivi alleli) (Figura 13).
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Figura 13. Rappresentazione grafica delle curva di amplificazione per campioni: omozigote wild type, 
eterozigote e omozigote mutato.
Per  il  nostro  studio  si  è  fatto  uso  di  saggi  commerciali  (Taqman  SNP  Genotyping  Assay, 
dall’Applied Byosistem) che mettono a disposizione per ogni polimorfismo di interesse una miscela 
contenente  i  primer per l’amplificazione e  le  sonde allele  specifiche marcate  con i  due diversi  
fluorofori VIC e FAM. Nella tabella 3 sono indicati i saggi utilizzati.
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Tabella 3. Polimorfismi della regione del promotore di DC-SIGN e saggi utilizzati.
La miscela di reazione è composta da Taqman Genotyping Master Mix 2X (Applied Biosystem) e 
Taqman SNP Genotyping Assay 20X (Applied Biosystem)  in un volume finale di 5 microlitri. Il  
DNA è stato amplificato a 95 °C per 10 minuti e poi per 40 cicli a 95 °C per 15 secondi e a 60 °C 
per 1 minuto sullo strumento 7900 HT Fast Real Time PCR Sistem (Applied Byosistem) rilevando 
la fluorescenza ad ogni ciclo.
I dati sono stati analizzati mediante il software 7900 HT Sequence Detection System versione 2.2.1 
dell’Applied Biosystem.
I polimorfismi della regione del promotore di DC-SIGN -139G>A rs2287886, -201G>T rs11465366 
e  -336A>G rs4804803,  sono stati  analizzati  mediante amplificazione tramite  PCR e successivo 
sequenziamento diretto.
Le reazioni di PCR sono state effettuate con i seguenti primers: 
Forward 5’-CAGGAAAGCCAGGAGGTCAC-3’ 
Reverse 5’-GTCGGAATCCAAGGCCTCTC-3’
La miscela di reazione, per ciascun campione è 2,5 µl di Buffer 10X, 2 µl di MgCl2 25Mm, 2 µl di 
dNTPs  10Mm,  0.5  µl  di  ciascun primer  10  µM,  0.2  µl  di  Taq  polimerasi  (AmpliTaqGold-PE 
Biosystems) 5U/µl l e una quantità di acqua necessaria a portare la rezione ad un volume di 25 µl;  
50 ng di DNA vengono amplificati a 95 °C per 10 min, poi per 42 cicli a 95 °C per 30 sec, 59 °C 
per 30 sec ,72 °C per 30sec e infine 72 °C per 7 minuti e poi a 4°C.
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Al termine della  PCR un’aliquota di 5 µl del  volume finale  di  ogni  reazione è stata purificata 
attraverso ExoSAP-IT®, alle condizioni del produttore (USB Corporation). All’amplificato vanno 
aggiunte 3.2 pmoli del primer prescelto, 0.5 μl di BigDye Termminator (PE Applied Biosystem), 
una  mix  di  reazione  contenente  la  Taq  polimerasi,  i  terminatori  fluorescenti,  i 
desossinucleotiditrifosfato e MgCl2, e 2 μl di Buffer 5X per un volume totale di 11 μl. La marcatura 
fluorescente  del  prodotto  di  PCR  viene  eseguita  seguendo  un  programma  standard  di 
amplificazione. Si procede ad una seconda purificazione con il Kit commerciale “Montage SEQ96 
Sequencing Reaction Cleanup” (Millipore, Billerica, MA, USA). Infine, gli amplificati purificati 
sono stati  sottoposti  a  sequenziamento diretto  mediante un sequenziatore  automatico ABI 3130 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Gli elettroferogrammi generati con il sequenziamento sono 
stati analizzati con l’ausilio di software CodonCode Aligner (CodonCode Corporation) (Figura 14, 
Figura 15).
Figura 14. SNP -139 rs 2287886 omozigote mutato.
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Figura 15. SNP-139 rs2287886 eterozigote.
3.1.3.3 Analisi del polimorfismo rs2277998 dell’esone 5 del gene L-SIGN
Per la genotipizzazione del polimorfismo (SNP esone 5 rs2277998) di L-SIGN all'esone 5 ci siamo 
affidati  alla  tecnologia  delle  sonde  Taqman  (Applied  Byosistem)  attraverso  l'uso  del  saggio 
C__989421 (FAM=G/VIC=A).
3.2 MBL2
3.2.1 Popolazione di studio
Sono stati analizzati i DNA di 332 bambini, 178 maschi e 154 femmine, con un’età media di 14,4 
mesi ± 8,6 s.d,  reclutati per lo studio “Zambia Exclusive Breastfeeding Study”. Tutti i  bambini 
reclutati in questo studio sono nati da madri HIV+ per un totale di 85 bambini HIV+ che hanno 
contratto il virus dalla madre, età media di 10,2 mesi ± 8,7 s.d, e 247 bambini che invece non hanno  
contratto l’infezione quindi HIV-, età media di 16,1 mesi ± 7,9 s.d
Per  tutti  i  bambini  HIV+  è  noto  anche  il  momento  dell'infezione:  23  bambini  infettati  con 
trasmissione intrauterina durante il periodo gestazionale (IU), 24 bambini infettati al momento del 
parto (IP) e 38 bambini che hanno contratto il virus attraverso l'allattamento al seno (PP).
La trasmissione IU è stata determinata in presenza di una PCR positiva per HIV già in seconda 
giornata e quindi al momento del primo prelievo, la trasmissione IP definita da una PCR positiva al  
momento del  secondo prelievo e quindi  entro  42 giorni  dalla  nascita  mentre  l'infezione dovuta 
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all'allattamento al seno è stata diagnosticata con una PCR positiva per HIV al terzo prelievo di  
sangue del bambino.
Per il gruppo di 247 bambini non infetti nati anch'essi da madri HIV positivi la negatività del test 
PCR per HIV è stata confermata in tutti e tre i prelievi effettuati.
Tutte le madri dei bambini del nostro studio non hanno ricevuto alcun trattamento farmacologico 
nel periodo gestazionale e nemmeno durante l'allattamento al seno che ha coinvolto tutti i bambini 
studiati. Inoltre sono state raccolte informazioni riguardanti lo stato della malattia materna: la loro 
conta linfocitaria (CD4+) e la carica virale plasmatica.
3.2.2 Estrazione di DNA da gutrie card 
Il DNA della popolazione africana è stato estratto da sangue adsorbito su gutrie card utilizzando il  
kit Extract All Reagents (Applied Byosistem, USA). In breve, lo spot presente sulla carta è stato 
tagliato e messo in provetta con 50 µl di soluzione di lisi, il tutto incubato a 96 °C per 6 minuti e 
successivamente  aggiunta  una  soluzione  stabilizzante.  Il  tutto  è  stato  poi  diluito  1:2  in  acqua 
distillata.
Il DNA si è dimostrato essere particolarmente frammentato.
3.2.3 Analisi dei polimorfismi
3.2.3.1 Analisi dei polimorfismi nel promotore e nell'esone 1 del gene MBL2
Dal  momento  che  il  DNA estratto  da  gutrie  è  risultato  estremamente  frammentato,  rendendo 
impossibile l’analisi mediante PCR convenzionale e sequenziamento per l’analisi dei polimorfismi 
nel gene  MBL2, si è deciso di ricorrere alla metodica di real-time PCR utilizzando dei TaqMan 
SNPs genotyping assay e la TaqMan ® GTXpressTM Master Mix (Applied Byosistem) apposita per 
questo  tipo  di  campioni.  I  polimorfismi  che  è  stato  possibile  analizzare,  e  le  rispettive  sonde 
utlizzate, sono riportate in tabella 4:
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Tabella 4. Polimorfismi della regione del promotore e del primo esone di MBL2 e saggi utilizzati.
Per il polimorfismo al promotore HL (rs11003125) è stato sviluppato un assay su richiesta.
Come indicato da Garred, le tre varianti di MBL2 nell'esone 1, quindi al codone 52, 54 e 57, sono 
state raggruppate ed indicate come allele” 0”,  mentre l'allele wild-type è stato denominato “A” 
(Garred et al., 1997).
3.3 ANALISI STATISTICHE
Il  calcolo delle frequenze alleliche e genotipiche è stato eseguito per mezzo di un’applicazione 
macro  per  Excel  (Genotype  Transposer).  Per  tutti  i  polimorfismi  studiati  è  stato valutato se  le 
distribuzioni genotipiche fossero in equilibrio di Hardy-Weinberg.
Le differenze sia nelle frequenze alleliche e genotipiche sono state valutate mediante test esatto di 
Fisher utilizzando il  programma ‘R’ (www.rproject.org); i valori  di p inferiori a 0.05 sono stati 
ritenuti statisticamente significativi. Sono stati anche calcolati gli Odds Ratio (OR) e gli intervalli di 
confidenza al 95%.
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE
4.1 Analisi dei polimorfismi nel promotore di DC-SIGN nell’infezione da HIV
Per verificare se il  gene DC-SIGN sia coinvolto nella trasmissione verticale di HIV-1, abbiamo 
genotipizzato 5 SNPs nella regione del promotore di DC-SIGN: -139G>A (rs2287886), -201G>T 
(rs11465366),  -336A>G  (rs4804803),  -871A>G  (rs735239),  -  939G>A  (rs735240)  in  una 
popolazione di  bambini  brasiliani  esposti  al  virus HIV-1, divisa in  bambini  contagari  dal  virus 
(HIV+) e bambini che pur venendo a contatto col virus non si sono infettati (HIV-).
 I campioni di controllo sono bambini della stessa origine etnica dei precedenti ma nati da madre 
sieronegativa e senza esposizione nota al virus.
Nella popolazione studiata, le frequenze genotipiche sono in equilibrio di Hardy-Weinberg, fatta 
eccezione per i seguenti SNP :-336A>G (X2=20.9, p=0.0002),
-871A>G (X2=7.56, p=0.005) e -939G>A (X2=13.78, p=0.000205) nel gruppo dei bambini HIV+. 
Le frequenze alleliche e genotipiche riguardanti gli SNPs del promotore di DC-SIGN sono riportate 
in tabella 5.
Tabella 5.  Frequenze alleliche e genotipiche degli SNPs del promotore di DC-SIGN in bambini  
esposti ad HIV-1 ed infetti (HIV+), bambini esposti ma non infetti,(HIV-) e controlli sani (bambini  
non esposti perinatalmente al virus HIV).
SNPs
Bambini  esposti  
ad HIV-1
Controlli  
sani
Confronto fra gruppi
HIV- HIV+ HIV-  vs  
Controlli
HIV+  vs  
Controlli
HIV+  vs  
HIV-
n (%) n (%) n (%) p-value, OR, (95% CI)
-939G>A G 63/98 (64.3%)
214/372 
(57.5%)
114/190 
(60.0%)
OR=1 OR=1 OR=1
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SNPs
Bambini  esposti  
ad HIV-1
Controlli  
sani
Confronto fra gruppi
HIV- HIV+ HIV-  vs  
Controlli
HIV+  vs  
Controlli
HIV+  vs  
HIV-
n (%) n (%) n (%) p-value, OR, (95% CI)
A
35/98 
(35.7%)
158/372 
(42.5%)
76/190 
(40.0%)
p=0.52, 
OR=0.83 
(0.48-1.42)
p=0.59, 
OR=1.11 
(0.76-1.60)
p=0.25, 
OR= 1.33 
(0.82-2.18)
G/G 22/49 (44.9%)
71/186 
(38.2%)
31/95 
(32.6%)
OR=1 OR=1 OR=1
G/A
19/49 
(38.8%)
72/186 
(38.7%)
52/95 
(54.8%)
p=0.12, 
OR=0.52 
(0.22-1.18)
p=0.09, 
OR=0.60 
(0.33-1.08)
p=0.72, 
OR=1.17 
(0.55-2.51)
A/A
8/49
(16.4%)
43/186 
(23.1%)
12/95 
(12.6%)
p=1, 
OR=0.94 
(0.28-3.00)
p=0.27, 
OR=1.56 
(0.69-3.70)
p=0.29,
OR=1.66 
(0.64-4.71)
-871A>G A 62/86(72.1%)
197/314 
(62.7%)
131/184 
(71.2%)
OR=1 OR=1 OR=1
G
24/86
(27.9%)
117/314 
(37.3%)
53/184 
(28.8%)
p=1, 
OR=0.96 
(0.51-1.75)
p=0.06, 
OR=1.47 
(0.97-2.22)
p=0.13, 
OR=1.53 
(0.89-2.71)
A/A 22/43 (51.2%)
71/157 
(45.2%)
47/92 
(51.1%)
OR=1 OR=1 OR=1
G/A
18/43 
(41.9%)
55/157 
(35.0%)
37/92 
(40.2%)
p=1, 
OR=1.04 
(0.45-2.37)
p=1, 
OR=0.98 
(0.54-1.78)
p=1, 
OR=0.95 
(0.44-2.07)
G/G
3/43 
(7.0%)
31/157 
(19.8%)
8/92 
(8.7%)
p=1, 
OR=0.80 
(0.12-3.78)
p=0.03*, 
OR=2.55 
(1.03-6.70)
p=0.08, 
OR=3.18 
(0.86-17.8)
-336A>G A 47/80(58.8%)
215/316 
(68.0%)
107/156 
(68.6%)
OR=1 OR=1 OR=1
G
33/80 
(41.3%)
101/316 
(32.0%)
49/156 
(31.4%)
p=0.15, 
OR=1.53 
(0.84-2.78)
p=0.91, 
OR=1.02
(0.67-1.59)
p=0.14, 
OR=0.67 
(0.39-1.15)
A/A 18/40 (45.0%)
65/158 
(41.1%)
36/78 
(46.1%)
OR=1 OR=1 OR=1
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SNPs
Bambini  esposti  
ad HIV-1
Controlli  
sani
Confronto fra gruppi
HIV- HIV+ HIV-  vs  
Controlli
HIV+  vs  
Controlli
HIV+  vs  
HIV-
n (%) n (%) n (%) p-value, OR, (95% CI)
G/A
11/40 
(27.5%)
85/158
(53.8%)
35/78 
(44.9%)
p=0.38, 
OR=0.63 
(0.23-1.65)
p=0.31, 
OR=1.34 
(0.73-2.46)
p=0.07, 
OR=  2.13 
(0.88-5.36)
G/G
11/40 
(27.5%)
8/158
(5.1%)
7/78 
(9.0%)
p=0.05, 
OR=3.09 
(0.91-11.17)
p=0.41, 
OR=0.63 
(0.18-2.24)
p=0.003*, 
OR=0.20 
(0.06-0.65)
-201G>T G 72/82(87.8%)
334/340 
(98.2%)
156/160 
(97.5%)
OR=1 OR=1 OR=1
T
10/82
(12.2%)
6/340
(1.8%)
4/160 
(2.5%)
p=0.006*, 
OR=5.37 
(1.49-24.28)
p=0.73, 
OR=0.70 
(0.16-3.43)
p=0.0001*, 
OR=0.13 
(0.04-0.41)
G/G 31/41 (75.6%)
164/170 
(96.5%)
76/80 
(95.0%)
OR=1 OR=1 OR=1
G/T
10/41 
(24.4%)
6/170 
(3.5%)
4/80 
(5.0%)
p=0.004*, 
OR=6.02 
(1.59-28.32)
p=0.73, 
OR=0.69 
(0.16-3.45)
p=9.27e-05*, 
OR=0.11 
(0.03-0.38)
T/T 0 0 0
-139G>A G 69/82(84.1%)
241/330 
(73.0%)
115/160 
(71.9%)
OR=1 OR=1 OR=1
A
13/82 
(15.9%)
89/330 
(27.0%)
45/160 
(28.1%)
p=0.03*, 
OR=0.48 
(0.22-0.99)
p=0.83, 
OR=  0.94 
(0.61-1.48)
p=0.04*, 
OR=1.95 
(1.01-4.05)
G/G 30/41 (73.2%)
85/165 
(51.5%)
39/80 
(48.8%)
OR=1 OR=1 OR=1
G/A
9/41
(22.0%)
71/165 
(43.0%)
37/80 
(46.2%)
p=0.009*, 
OR=0.31 
(0.12-0.80)
p=0.6, 
OR=0.88 
(0.49-1.58)
p=0.01*, 
OR=2.77 
(1.18-7.09)
A/A
2/41 
(4.9%)
9/165 
(5.5%)
4/80 
(5.0%)
p=1, 
OR=0.65 
(0.05-4.91)
p=1, 
OR= 1.03 
(0.27- 4.87)
p=0.73, 
OR=1.58 
(0.30- 15.88)
*p-values statisticamente significativi
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Per lo SNP rs735240 (-939G>A) non si sono riscontrate differenze significative nei vari gruppi 
studiati  e  non abbiamo trovato quindi  nessuna associazione  con la  suscettibilità/protezione  alla 
trasmissione verticale di HIV-1.
Per lo SNP -871A>G (rs735239) il genotipo G/G era più frequente (19,8%) nei bambini HIV+ 
rispetto ai bambini HIV- (7%) e i controlli sani (8,7%). Una differenza significativa è stata osservata  
confrontando gli HIV+ con i controlli sani (p = 0.03, OR = 2.55, 95% CI 1.03 - 6.70).
Per lo SNP -336A>G, non si sono riscontrate differenze nelle frequenze alleliche, ma si è osservato 
che il genotipo omozigote G/G era significativamente più frequente nei bambini esposti ad HIV-1 
ma non infetti  (HIV-)  rispetto  ai  bambini  HIV+ (27,5% e  5% rispettivamente,  p  = 0,003).  La 
frequenza del genotipo G/G nei bambini esposti ad HIV-1 ma non infetti è risultata più alta rispetto 
ai  controlli  sani  (9%), ma la  differenza non raggiunge la  significatività statistica  (0,05).  Questi 
risultati indicano comunque che la presenza del genotipo omozigote G/G potrebbe avere un ruolo 
protettivo nella trasmissione verticale dell’infezione da HIV (HIV+ vs HIV - OR = 0,20, 95% CI 
0.06- 0.65).
Per lo SNP -201G>T, abbiamo trovato differenze nelle frequenze alleliche, infatti l’allele -201T era 
statisticamente più frequente nei bambini HIV- (12,2%) rispetto ai controlli (2,5%; p = 0,006) e ai 
bambini  HIV+  (1,8%,  p  =  0,0001),  indicando  così  un  effetto  protettivo  nei  confronti  della 
trasmissione verticale del virus (HIV vs HIV+- OR = 0,13, 95% CI 0.04 - 0.41). Non abbiamo 
trovato in nessuno dei campioni analizzati il genotipo omozigote T/T, mentre il genotipo eterozigote 
G/T era significativamente più frequente nei bambini HIV- (24,4%) rispetto ai controlli (5.0%, p = 
0,004) e ai bambini HIV+ (3,5%, p = 9,27·10-5), indicando un effetto protettivo di questo genotipo 
nella trasmissione verticale di HIV (HIV+ vs HIV- OR = 0.11, 95% CI 0.03 - 038).
Per lo SNP -139G>A, l’allele G, era più frequente nei bambini HIV- (84,1%) rispetto ai bambini 
HIV+ (73%) e ai controlli (71,9%) (p = 0.04 e p = 0.03 rispettivamente). Inoltre, una differenza 
statisticamente  significativa,  si  è  evidenziata  per  le  frequenze  genotipiche,  essendo  infatti  il 
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genotipo eterozigote G/A più frequente nei bambini HIV+ e nei controlli, rispetto ai bambini esposti 
ma  non  infetti  (HIV-).  Questi  ultimi  sono  invece  caratterizzati  dalla  maggiore  frequenza  del 
genotipo omozigote G/G (73% vs 51.5% nei bambini HIV+ e 48,8% nei controlli,  p = 0.01 e p = 
0.009). La frequenza del genotipo A/A era paragonabile fra i tre gruppi di bambini analizzati. Questi 
dati indicano un possibile effetto recessivo dell’allele G (esercitato solo se presente in omozigosi) di 
protezione nei confronti dell’infezione di HIV (HIV+ vs HIV- OR = 0.39, 95 % CI 0.16 - 0.87).
Gli stessi polimorfismi studiati nei bambini sono stati  analizzati in gruppi di adulti sieropositivi 
contagiati per via orizzontale ed in un gruppo di soggetti sani di controllo di origine italiana, per 
valutare il possibile coinvolgimento di questi polimorfismi di DC-SIGN anche nella trasmissione 
orizzontale di HIV.
Le frequenze genotipiche sono risultate in equilibrio di Hardy-Weinberg nella popolazione studiata. 
Le frequenze alleliche e genotipiche per gli SNPs del promotore di DC- SIGN sono riportate in 
tabella 6.
Tabella 6. Frequenze alleliche e genotipiche degli SNPs del promotore di DC-SIGN in adulti HIV-
1+ e controlli sani.
SNPs
Adulti  esposti  
ad HIV-1
Controlli sani Confronto fra gruppi
HIV+ HIV+ vs Controlli
n (%) n (%) p-value, OR, (95% CI)
-939G>A G 222/358 (62.0%) 
240/420 
(57.0%) 
OR=1
A
136/358 
(38.0%) 
180/420 
(43.0%)
p=0.187, 
OR=0.817 
(0.60-1.10)
G/G 67/179 (38.0%) 
70/210 
(33.0%)
OR=1
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SNPs
Adulti  esposti  
ad HIV-1
Controlli sani Confronto fra gruppi
HIV+ HIV+ vs Controlli
n (%) n (%) p-value, OR, (95% CI)
G/A
88/179 
(49.0%) 
100/210 
(47.0%)
p=0.74, 
OR=0.91 
(0.57-1.46) 
A/A
24/179 
(13.0%)
40/210 
(20.0%)
p=0.17, 
OR=0.63
(0.32-1.19)
-871A>G A 248/348 (71.3%)
287/418 
(69.0%)
OR=1
G
100/348 
(28.7%)
131/418 
(31.0%)
p=0.48, 
OR=0.88
(0.64-1.22)
A/A 87/174 (50.0%)
100/209 
(48.0%)
OR=1
G/A
74/174 
(43.0%)
87/209 
(42.0%)
p=1, 
OR=0.98 
(0.6 -1.59)
G/G
13/17 
(7.0%)
22/209 
(1%)
p= 0.36,
OR= 0.68
(0.29-1.51)
-336A>G A 273/358 (76.0%) 
342/420 
(81.4%) 
OR=1
G
85/358 
(24.0%)  
78/420 
(18.6%) 
p=0.092, 
OR=1.36
(0.95-1.96)
A/A 103/179 (57.6%)
142/210 
(67.6%) 
OR=1
G/A
67/179 
(37.4%) 
58/210 
(27.6%)
p=0.036*, 
OR=1.59
(1.01-2.51)
G/G
9/179 
(5.0%)
10/210 
(4.8%)
p=0.64, 
OR=1.24
(0.43-3.53)
56
SNPs
Adulti  esposti  
ad HIV-1
Controlli sani Confronto fra gruppi
HIV+ HIV+ vs Controlli
n (%) n (%) p-value, OR, (95% CI)
-201G>T G 340/340 (100%)
420/420 
(100%)
OR=1
T 0 0
G/G 170/170 (100%)
210/210 
(100%)
OR=1
G/T 0 0
T/T 0 0
-139G>A G 236/358 (66.0%) 
261/420 
(62.0%)
OR=1
A
122/358 
(34.0%) 
159/420 
(38%)
p=0.29, 
OR= 0.84 
(0.62-1.15)
G/G 82/179 (46.0%) 
80/210 
(38%)
OR=1
G/A
72/179 
(40.0%)
101/210 
(48.0%) 
p=0.102, 
OR= 0.69
(0.44-1.09)
A/A
25/179 
(14%)
29/210 
(14%)
p=0.64, 
OR= 0.84 
(0.43-1.63)
*p-values statisticamente significativi
Dallo studio degli  SNPs rs735240 (-939G>A),  rs735239 (-871A>G), rs11465366 (-  201G>T) e 
rs2287886  (-139G>A)  non  si  evince  alcuna  associazione  con  la  suscettibilità/protezione  nella 
trasmissione orizzontale di HIV-1.
Per lo SNP del promotore di DC-SIGN, rs4804803 (-336A>G), non si sono riscontrate differenze 
nelle  frequenze  alleliche,  ciononostante,  si  è  osservato  che,  il  genotipo  eterozigote  G/A,  era 
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significativamente più frequente negli adulti HIV+ rispetto ai controlli sani e quindi possibilmente 
associato ad un effetto di suscettibilità nei confronti dell’infezione (37.4% e 27.6% rispettivamente, 
p = 0,036, OR = 1,59, 95% CI 1.008 – 2.515).
Ricapitolando abbiamo riscontrato un possibile effetto protettivo nella trasmissione verticale nella 
popolazione pediatrica brasiliana di -336G/G, -201T, -201G/T, -139G e -139 G/G, mentre un effetto 
di  suscettibilità  nella  stessa  popolazione  nel  caso  di  genotipo  -871G/G.  Nella  trasmissione 
orizzontale si evidenzia un possibile effetto di scuscettibilità all'infezione in presenza di un genotipo 
-336 G/A nella popolazione adulta italiana.
L’analisi della regione del promotore del gene DC-SIGN ha quindi permesso di identificare varianti 
associate  con  la  protezione  e  la  suscettibilità  all’infezione  da  virus  HIV-1,  possibilmente 
influenzando i livelli di espressione della proteina. E’ noto, infatti, che la regione del promotore del 
gene DC-SIGN contiene diversi siti di legame per fattori di trascrizione; varianti geniche a livello di 
queste posizioni potrebbero quindi influenzare i livelli di trascrizione genica e di conseguenza la 
quantità della proteina espressa nella cellula (Liu et al., 2003). 
Varianti  geniche  correlate  ad  una  aumentata  trascrizione  del  gene  sarebbero  associate  ad  un 
incremento della suscettibilità all’infezione, poichè più recettori DC-SIGN vengono espressi dalla 
cellula, maggiore e più facile è il legame tra la proteina gp120 virale e il dominio di riconoscimento 
dei carboidrati (CRD) di DC-SIGN. Questo legame faciliterebbe quindi la trasmissione in trans del 
virus, favorendone il contatto con le cellule T. Inoltre, una elevata quantità di DC-SIGN avrebbe 
come conseguenza anche quella di concentrare il virus sulla superficie cellulare e aumentare quindi 
l’infettività  virale  (Geijntenbeek et  al.,  2000;  Bashirova  et  al.,  2001;  Geijtenbeek  et  al.,  2002; 
Soilleux et al., 2002). Va ricordato inoltre che l’HIV-1 ha la capacità di usare il recettore DC-SIGN 
per sovvertire la risposta immunitaria, consentendo la propria sopravvivenza e l’infezione di nuove 
cellule (Zhou et al., 2006; Svajger et al., 2010).
Una ridotta esrpessione del recettore DC-SIGN implicherebbe un più basso livello di interazione 
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virus-recettore,  con  conseguente  diminuizione  del  trasferimento  in  trans,  spiegando  quindi  una 
riduzione della suscettibilità nei confronti dell’infezione (Geijtenbeek et al., 2002). 
I  risultati  del  nostro studio,  hanno suggerito  che la  presenza  per  lo  SNP -336 (rs4804803) del 
genotipo  omozigote  G/G  potrebbe  avere  un  ruolo  protettivo  nella  trasmissione  verticale 
dell’infezione di HIV (HIV+ vs HIV- OR = 0,20, 95% CI 0.06 - 0.65) essendo significativamente 
più frequente nei bambini esposti ad HIV-1 ma non infetti rispetto ai bambini HIV+.
Per lo stesso SNP, nella popolazione adulta studiata, non si sono riscontrate differenze significative 
per il genotipo omozigote G/G, ma il genotipo eterozigote G/A è risultato significativamente più 
frequente negli adulti HIV+ rispetto ai controlli sani (37.4% e 27.6% rispettivamente, p=0,036, OR 
= 1.59, 95% CI 1.01-2.515), indicando una possibile associazione con una maggiore suscettibilità 
all’infezione  del  virus  HIV.  Queste  apparenti  differenze,  possono  essere  spiegate,  oltre  che  dal 
diverso meccanismo di infezione considerato (verticale e orizzontale) anche  dalle differente etnia 
(bambini brasiliani e adulti italiani) infatti l’allele A ha una frequenza pari al 68.6% nei controlli  
brasiliani, mentre 81.4% nei controlli italiani. In realtà anche nella popolazione pediatrica brasiliana 
il genotipo GA e più frequente negli hiv+ rispetto ai controlli, ma non in maniera significativa.
È noto che la presenza della variante G in posizione -336 interferisce con il legame del fattore di 
trascrizione SP-1, modulando l’attività trascrizionale di DC-SIGN e diminuendo la sua espressione 
in vitro (Sakuntabhai et al., 2005).
Negli individui portatori dell’allele -336G ci si attenderebbe quindi una ridotta espressione di DC-
SIGN, nelle cellule di Hofbauer e in quelle dendritiche. Questa ridotta espressione, se da un lato 
potrebbe ridurre la capacità di queste cellule di presentare l’antigene, avendo pertanto effetti deleteri  
per l’eliminazione degli agenti patogeni, d'altro canto, come spiegato prima, potrebbe rappresentare 
un fattore protettivo, in quanto meno DC-SIGN espresso nella cellulla, significherebbe anche meno 
possibilità di legame e di internalizzazione del virus (Boliy-Laurouche et al., 2007). Studi in vitro 
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hanno infatti dimostrato che l’HIV-1 e altri importanti patogeni utilizzano il recettore DC-SIGN per 
evadere alla sorveglianza immunitaria e per sopravvivere nell’ospite (Lekkerkerker et  al.,  2006; 
Soilleux et al., 2000).
Queste  ultime  osservazioni  potrebbero  quindi  spiegare,  almeno in  parte,  l’effetto  protettivo  del 
genotipo -336GG che abbiamo riscontrato nel nostro studio per quanto riguarda la trasmissione 
verticale del virus. Similmente ai nostri risultati, un effetto protettivo del genotipo -336 GG (seppur 
nella  trasmissione  orizzontale)  era  stato  messo  in  luce  anche  da  uno  studio  condotto  in  India 
(Selvaraj et al., 2009). 
Per quanto riguarda lo SNP -139A>G, abbiamo osservato un'associazione tra presenza del genotipo 
GG e protezione nei confronti della trasmissione verticale del virus nei bambini brasiliani .
Lo SNP-139 si trova vicino ai siti di legame del fattore di trascrizione AP-1, e variazioni in questo 
sito  sono state dimostrate  come associate  a variazioni  dell’espressione del  recettore (Liu et  al.,  
2003).
Mezger e coll.,  hanno dimostrato come la presenza dell’allele  G in omozigosi in concomitanza 
delll’allele T nello SNP rs735240, sia associato a livelli ridotti di espressione di DC-SIGN (Mezger 
et al., 2008). Nonostante una diretta comparazione tra questo lavoro e il nostro non sia possibile, dal 
momento che non abbiamo considerato i genotipi combinati tra i due SNPs, tuttavia questi  dati 
funzionali  potrebbero,  alla  luce  della  presunta  riduzione  di  espressione  di  DC-SING,  spiegare 
l’effetto di protezione che abbiamo riscontrato per il genotipo GG nella trasmissione verticale.  
Per lo SNP -201G>T, abbiamo trovato un’associazione tra presenza dell’allele T e protezione nei 
confronti della trasmissione verticale del virus (HIV- vs HIV+ OR = 0,13, 95% CI 0.04 - 0.41). A 
livello di genotipi, una effetto protettivo si è evidenziato per il genotipo eterozigote G/T (risultato 
significativamente più frequente nei bambini HIV- (24,4%) rispetto ai controlli (5.0%, p = 0,004) e 
60
ai bambini HIV+ (3,5%, p = 9,27·10-5 ,HIV- vs. HIV+ OR = 0.11, 95% CI 0.03-038). Il genotipo 
omozigote T/T, non è stato riscontrato in nessuno dei campioni analizzati.
Per quanto ci risulta, una associazione tra lo SNP -201 G>T e la trasmissione verticale non è mai 
stata riportata precedentemente.
I dati disponibili in letteratura, relativi a questo SNP, sono pochi, e poco si sa anche sulla relazione 
di questa variazione con la sensibilità e/o con la resistenza alle infezioni in generale. Kashima e 
coll. hanno studiato questo SNP in pazienti affetti da HTLV-1 senza trovare alcuna relazione con la 
trasmissione del virus (Kashima et al.,2009). Anche nei nostri pazienti adulti HIV positivi, l’analisi 
di questo SNPs non ha dimostrato nessuna relazione con la trasmissione orizzontale di HIV, dal 
momento che l’allele T non è mai stato trovato in nessun soggetto analizzato.
Per quanto riguarda lo SNP -871A>G, nel  nostro lavoro abbiamo trovato un'associazione tra il 
genotipo  -871G/G  ed  una  maggiore  suscettibilità  alla  trasmissione  verticale  da  HIV (p=0.03; 
OR=2.55, 95% CI 1.03-6.7).
Anche in questo caso le informazioni disponibili in letteratura sull’effetto biologico dello SNP sono 
inesistenti. Variazioni in questa regione del promotore potrebbero avere un effetto di modulazione 
nella  trascrizione  del  gene,  incrementando  o  diminuendo  i  livelli  di  espressione  di  DC-SIGN 
(Selvaraj et al., 2009). 
Per lo SNP -939G>A non si sono riscontrate associazioni né negli adulti né nei bambini, quindi i 
nostri dati sembrano escludere un ruolo di questo polimorfismo nell’infezione sia orizzontale che 
verticale da HIV.
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4.2 Analisi dei polimorfismi nell’esone 4 di DC-SIGN e L-SIGN nell’infezione da 
HIV
Nella popolazione pediatrica brasiliana si è riscontrata una ridotta variabilità del gene DC-SIGN e 
una grande variabilità del gene L-SIGN.
La  distribuzione  delle  frequenze  del  polimorfismo  tandem  repeat  nell’esone  4  di  DC-SIGN  è 
riportato in tabella 7. Tutti i gruppi sono in equilibrio di Hardy-Weinberg.
Tabella 7. Frequenze alleliche e genotipiche dell’esone 4 di DC-SIGN nei bambini esposti ad HIV-1  
(infetti HIV+, esposti ad HIV ma non infetti HIV-1-) attraverso la via verticale, e controlli sani mai  
esposti al virus HIV-1.
Bambini  esposti  
ad HIV-1
Controlli  
sani
Confronto fra gruppi
HIV- HIV+ HIV-  vs  
Controlli
HIV+  vs 
Controlli
HIV+ vs HIV-
n (%) n (%) n (%) p-value, OR, (95% CI)
Alleli
7 72/72 (100%)
186/190 
(98.8%)
126/128 
(99.2%)
OR = 1 OR = 1 OR = 1
6
0 4/90 
(1.2%)
2/128 
(0.8%)
p=0.54, 
OR=nc
p=1 
OR=1.35 
(0.19- 15.18)
p=0.58 
OR=nc
Genotipi
7/7 36/36 (100%)
93/95 
(97.9%)
63/64 
(98.4%)
OR = 1 OR = 1 OR = 1
7/6
0 2/95 
(2.1%)
1/64 
(1.6%)
p=1, 
OR=nc
p=1 
OR=1.35 
(0.06- 81.15)
p=1, OR=nc
nc= non calcolabile
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In bambini esposti al virus HIV (HIV+ e HIV-) e controlli sani, è stato osservato un basso livello di 
variazione per l’esone 4 del gene DC-SIGN con la predominanza dell’allele 7 e del genotipo 7/7, 
senza prove del coinvolgimento di questa regione nella suscettibilità e/o protezione contro il virus. 
Due alleli sono stati osservati (l’allele 7 e l’allele 6), e soltanto due genotipi (7/6 e 7/7), e l’allele 7 
era presente nel 98,4% dei casi.
Questi risultati collimano con numerosi studi in diverse popolazioni (Liu et al., 2004; Barreiro et al.,  
2007; Chaudhary et al., 2008; Zhang et al., 2008).
Studi condotti su individui HIV+, HIV- e controlli sani in Stati Uniti, India e Cina convengono sulla 
bassa variabilità del gene DC-SIGN e la predominanza del genotipo 7/7 in pazienti e controlli (Liu 
et  al.,  2004;  Chaudhary  et  al.,  2008;  Zhang  et  al.,  2008).  Tuttavia,  sono  discordanti  riguardo 
l’influenza  di  queste  ripetizioni  nella  suscettibilità  virale.  Nella  popolazione  americana,  si  è 
verificata un’associazione dei  genotipi eterozigoti  con una bassa suscettibilità al  virus HIV-1 in 
individui esposti al virus ma non infetti (HIV-) (Liu et al., 2004). Nella popolazione cinese, gli alleli 
con meno di 5 ripetizioni sono stati anche associati alla protezione contro il virus HIV-1 (Zhang et 
al., 2008). Inoltre, nella popolazione indiana, il coinvolgimento di alleli o genotipi nella protezione 
o suscettibilità virale non è stato osservato (Chaudhary et al., 2008).
Mentre DC-SIGN è sotto il controllo di una forte pressione selettiva, che impedisce l’insorgenza di 
variabilità e fa si che abbia una dimensione costante nella popolazione generale (Barreiro et al., 
2005;  Boily-Larouche et  al.,  2007;  Ortiz  et  al.,  2009),  L-SIGN invece  è  sotto  l’azione  di  una 
selezione stabilizzante che favorisce il mantenimento di diversi alleli nelle popolazioni non-africane 
che ne garantisce la variabilità e queste forze evolutive, sembrano avere come obiettivo la regione 
dell’esone 4 di  L-SIGN,  garantendo un eccesso  di  cambiamenti  nelle  popolazioni  non africane 
(Barreiro et al., 2006; Ortiz et al., 2009).
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Nella popolazione brasiliana che abbiamo studiato, sono stati identifcati 5 alleli, presentanti dalle 4 
alle 8 ripetizioni nei controlli sani e nei bambini HIV+, e dalle 4 alle 7 ripetizioni nei bambini HIV-.  
L’allele con 7 ripetizioni (e corrispondente genotipo omozigote) era più frequente in tutti i gruppi, 
mentre l’allele con 8 ripetizioni è quello a più bassa frequenza, presente soltanto nei bambini HIV+ 
e nei  controlli  sani  (0,3%), e assente nei  bambini HIV-. Abbiamo anche osservato genotipi  rari 
(4/4,5/4,6/4,7/8) con frequenze molto basse (0,5%) e assenti in alcuni gruppi.
La distribuzione del polimorfismo tandem repeat nell’esone 4 di L-SIGN è riportato in tabella .  
Tutti i gruppi sono in equilibrio di Hardy-Weinberg.
Tabella 8. Frequenze alleliche e genotipiche dell’esone 4 di L-SIGN in bambini brasiliani esposti  
ad HIV (esposti al virus ed infetti, HIV-1+ ed esposti al virus ma non infetti, HIV-1-) attraverso la  
via di trasmissione verticale, e nei controlli sani mai esposti al viru HIV-1.
Bambini esposti ad  
HIV-1
Controlli  
sani
Confronto fra gruppi
HIV- HIV+ HIV-  vs  
Controlli
HIV+  vs  
Controlli
HIV+  vs 
HIV-
n (%) n (%) n (%) p-value, OR, (95% CI)
Alleli
4
2/90 
(2.2%)
5/288 
(1.7%)
3/176 
(1.7%)
p=1, 
OR=1.25 
(0.10-11.35)
p=1, 
OR=  1.01 
(0.19-6.72)
p=1, 
OR=0.81 
(0.13-8.87)
5
28/29 
(31.1%)
88/288 
(30.6%)
54/176 
(30.6%)
p=1, 
OR=0.97 
(0.51-1.84)
p=1, 
OR=0.99 
(0.62-1.59)
p=1, 
OR=1.02 
(0.56-1.86)
6
21/90 
(23.3%)
74/288 
(25.7%)
45/176 
(25.7%)
p=0.74, 
OR=0.87 
(0.43-1.75)
p=1, 
OR=1 
(0.61-1.65)
p=0.76 
OR=  1.14 
(0.60-2.21)
7 39/90 (43.3%)
120/288 
(41.7%)
73/176 
(41.7%)
OR = 1 OR = 1 OR = 1
8
0 1/288 
(0.3%)
1/176 
(0.3%)
p=1, 
OR=nc
p=1, 
OR=0.61 
(0.01-48.40)
p=1,
OR=nc
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Bambini esposti ad  
HIV-1
Controlli  
sani
Confronto fra gruppi
HIV- HIV+ HIV-  vs  
Controlli
HIV+  vs  
Controlli
HIV+  vs 
HIV-
n (%) n (%) n (%) p-value, OR, (95% CI)
Genotipi
4/4
0 2/157 
(1.4%)
1/92 
(1.1%)
p=1, 
OR=  0  (0-
106.19)
p=1, 
OR=1.74 
(0.09- 107.14)
p=1, 
OR=nc
5/4
2/43 
(4.4%)
0 0 p=0.09, 
OR=nc
p=1, 
OR=nc
p=0.07, 
OR=0 
(0-2- 2.03)
5/5
7/43 
(15.5%)
33/157 
(22.9%)
6/92 
(6.8%)
p=0.10, 
OR=3 
(0.69-13.64)
p=0.0012*, 
OR=4.76 
(1.65-15.92)
p=0.44, 
OR=  1.56 
(0.48-5.39)
5/6
6/43 
(13.3%)
7/157 
(4.9%)
8/92 
(9.1%)
p=0.33, 
OR=1.95 
(0.45-8.27)
p=0.77, 
OR=0.77 
(0.21-2.78)
p=0.18, 
OR=  0.40 
(0.09-1.76)
6/4
0 1/157 
(0.7%)
4/92 
(4.5%)
p=0.56, 
OR=0 
(0-4.63)
p=0.20, 
OR=0.22 
(0.01-2.44)
p=1, 
OR=nc
6/6
2/43 
(4.4%)
14/157 
(9.7%)
0 p=0.09, 
OR= nc
p=0.0005* 
OR= nc
p=0.48, 
OR=  2.30 
(0.42-24.08)
7/5
6/43 
(13.3%)
15/157 
(10.4%)
16/92 
(18.2%)
p=1, 
OR=0.99 
(0.25-3.61)
p=0.67, 
OR=0.82 
(0.32-2.13)
p=0.77, 
OR=0.83 
(0.23-3.29)
7/6
11/43 
(24.4%)
38/157 
(26.4%)
24/92 
(27.3%)
p=0.80, 
OR=1.20 
(0.40-3.68)
p=0.47, 
OR=1.39 
(0.64-3.02)
p=0.81, 
OR=1.15 
(0.39-3.35)
7/7 11/43 (24.4%)
33/157 
(22.9%)
29/92 
(32.9%)
OR = 1 OR = 1 OR = 1
7/8 0 1/157 (0.7%)
0 p=1, 
OR=nc
p=1, 
OR=nc
p=1, 
OR=nc
Eterozigote 35/43 (55.6%)
62/157 
(43.1%)
52/92 
(59.1%)
OR = 1 OR = 1 OR = 1
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Bambini esposti ad  
HIV-1
Controlli  
sani
Confronto fra gruppi
HIV- HIV+ HIV-  vs  
Controlli
HIV+  vs  
Controlli
HIV+  vs 
HIV-
n (%) n (%) n (%) p-value, OR, (95% CI)
Omozigote
20/43 
(44.4%)
82/157 
(56.9%)
36/92 
(40.9%)
p=0.60, 
OR=0.82 
(0.39-1.74)
p=0.021*, 
OR=  1.90 
(1.08-3.39)
p=0.01*, 
OR=2.30 
(1.16-4.65)
*p-values statisticamente significativi; nc= non calcolabile
Il genotipo 5/5 è risultato significativamente più frequente nei bambini HIV+ (22,9%) rispetto ai 
controlli  sani  (6,8%,  p=0.0012)  per  cui  il  genotipo  5/5  sembrerebbe  conferire  un’aumentata 
suscettibilità nell’infezione di HIV (OR=4.76; 95% CI=1,65-15.92). Analogamente, il genotipo 6/6 
è risultato significativamente più frequente nei bambini HIV+ (9,7%) rispetto ai controlli sani (0%, 
p=0.0005).
Abbiamo inoltre riscontrato, dopo aver raggruppato i genotipi omozigoti e quelli eterozigoti, che la 
presenza di un genotipo omozigote era significativamente più frequente nei bambini HIV+ (56,9%) 
rispetto ai controlli (40.9%, p=0.021) e ai bambini HIV- (55,6%, p=0.01). Questi dati suggeriscono 
che la presenza del genotipo omozigote dell’esone 4 di L-SIGN potrebbe conferire un aumentato 
rischio di infezione da HIV (HIV+ vs HIV- OR=2.30,95% CI 1.16-4.65) rispetto agli eterozigoti.
In uno studio condotto su individui indiani HIV+ e HIV-, Rathore e coll., hanno riscontrato una 
grande variabilità nell’esone 4 del gene L-SIGN, identificando 13 genotipi differenti, di cui il 5/5 è 
stato  il  più  frequente  tra  gli  individui  HIV-,  differendo  statisticamente  dai  soggetti  HIV+,  e 
suggerendo una riduzione del rischio di trasmissione di HIV-1 (Rathore et al., 2008). Quindi, in 
contrasto con i nostri studi, nella popolazione analizzata da Rathore e coll, il genotipo 5/5 era un 
fattore di protezione per l’infezione da HIV; oltre all’etnia diversa dei soggetti inclusi nei suoi studi, 
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è da dire che nello studio di Rathore l’infezione da HIV-1 non avveniva per trasmissione verticale.
Alcuni autori suggeriscono che il recettore L-SIGN con una regione estesa ripetuta garantisca una 
maggiore stabilità del tetramero, convogliando il recettore lungo i glicani e le glicoproteine presenti 
nella membrana cellulare, permettendo così un contatto più efficace con la superficie dell’agente 
patogeno, che potrebbe in parte spiegare la riduzione del rischio di infezione di HIV-1 del genotipo 
5/5 osservata nello studio di Rathore e coll (Soilleux et al., 2000; Rathore et al., 2008). Tuttavia altri 
autori  suggeriscono  che  il  recettore  L-SIGN formato  da  5  e  6  ripetizioni  abbia  una  maggiore 
capacità di formare complessi con le glicoproteine virali aumentando l’infezione in cis e in trans di 
HIV in vitro, dando quindi una possibile spiegazione dell’aumentata infezione da HIV che abbiamo 
osservato per i portatori del genotipo 5/5 (e 6/6) nel nostro studio (Gramberg et al., 2006).
L’analisi dei genotipi classificati come omozigoti ed eterozigoti, ha rivelato una maggiore frequenza 
di  genotipi  eterozigoti  in  bambini  HIV-  (55,6%),  rispetto  ai  bambini  HIV+ (43,1% p=0,0366), 
suggerendo un’associazione  con la  protezione contro la  trasmissione  verticale  di  HIV-1. Questi 
risultati confermano i dati precedentemente mostrati da Liu e coll e da Wichukchinda e coll.  che 
avevano evidenziato come genotipi eterozigoti siano associati alla protezione contro HIV-1 (Liu et., 
2006; Wichukchinda et al., 2007).
Alcuni studi suggeriscono che la presenza di L-SIGN con una neck-region con un numero diseguale 
di ripetizioni (eterozigosi)  può portare ad una riduzione dell’affinità di  legame ai patogeni,  che 
conferirebbe una protezione per l’ospite (Bashirova et al., 2001; Soilleux et al., 2000; Mitchell et  
al., 2001). Ad esempio, in test  in vitro su cellule CHO trasfettate con L-SIGN, si è visto che il 
recettore presentante 7 ripetizioni  nella  neck region, aveva una capacità  maggiore di legame al 
patogeno rispetto agli eterozigoti 7/5 ripetizioni (Chan et al., 2006).
Tuttavia, secondo Zhu e coll il trasferimento virale non è correlato al numero di ripetizioni ma alla  
quantità  di  recettore  (Zhu  et  al.,  2010).  Attraverso  esperimenti  in  vitro, per  verificare  il 
trasferimento virale tra cellule, hanno constatato che il numero di virus trasferiti era proporzionale 
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al numero di molecole di L-SIGN, il che implica che i genotipi polimorfici non siano direttamente 
coinvolti con l’efficienza di infezione in trans, ma che possano influenzare la quantità di molecole 
di L-SIGN sulla superficie delle cellule. Le ripetizioni agirebbero sulla stabilità del tetramero (Zhu 
et al., 2010).
Secondo Boily-Larouche e coll, la presenza di L-SIGN sulla superficie delle cellule endoteliali della 
placenta proteggerebbe contro l’infezione da virus HIV-1 (Boily-Larouche et al., 2009). Tuttavia, 
nella  placenta  con  bassi  livelli  di  L-SIGN  il  virus  HIV-1  interagisce  con  CCR5  sulle  cellule 
endoteliali, con conseguente perdita d’integrità della placenta, aumentando il passaggio di cellule 
infette da HIV-1 dalla madre alla circolazione fetale che porta alla trasmissione.
4.3 Analisi del polimorfismo rs2277998 nell’esone 5 di L-SIGN nella trasmissione 
orizzontale
Poichè il DNA degli adulti si è rivelato eccessivamente degradato per permettere di analizzare i 
polimorfismi dell’esone 4 di entrambi i geni DC-SIGN e L-SIGN, abbiamo deciso di analizzare un 
diverso polimorfismo missense nell’esone 5 (rs2277998) di L-SIGN. Per questo polimorfismo era 
disponibile il saggio taqman e date le dimensioni ridotte dell’amplicone, nonostante il DNA fosse 
così frammentato siamo riusciti ad analizzarlo. Alcuni lavori suggeriscono che questo SNP potrebbe 
influenzare l’efficacia  dell’infezione in  trans del  virus  HIV modificando la  quantità  di  proteina 
espressa sulla superficie delle cellule (Zhu et al., 2010).
Nella popolazione analizzata nel nostro studio, le distribuzioni delle frequenze genotipiche sono 
risultate in equilibrio di Hardy-Weinberg, eccetto nel gruppo degli adulti HIV positivi (X2=9.64, 
p=0.0019).
Le frequenze alleliche e genotipiche per lo SNP dell’esone 5 di L-SIGN sono riportate in tabella 9.
Tabella 9. Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo rs2277998 nell’esone 5 di L- SIGN  
negli adulti HIV-1 + e controlli sani.
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SNPs
Adulti  esposti  
ad HIV-1
Controlli sani Confronto fra gruppi
HIV+ HIV+ vs Controlli
n (%) n (%) p-value, OR, (95% CI)
Esone 5
G
259/358
(72%)
290/436
(67%)
OR = 1
A
99/358
(28%)
146/436
(33%)
p = 0.089,
OR = 0.759
(0.55-1.04)
G/G
102/179
(57%)
100/218
(46%)
OR = 1
G/A
55/179
(31%)
90/218
(41%)
p = 0.038*,
OR = 0.624
(0.39-0.98)
A/A
22/179
(12%)
28/218
(13%)
p = 0.529,
OR = 0.80
(0.41-1.56)
*p-values statisticamente significativi
Non si sono riscontrate differenze nelle frequenze alleliche tra pazienti HIV positivi e controlli. Si è 
osservato però che il genotipo eterozigote G/A era statisticamente più frequente nei controlli sani 
(41%) rispetto agli  HIV+ (31%) (p=0.038, OR=0.624, CI 95% 0.39-0.98),  indicando quindi  un 
possibile effetto protettivo del genotipo eterozigote nei confronti dell’infezione di HIV-1.
Da un ulteriore analisi inoltre, è emerso che il genotipo omozigote GG ha un effetto di suscettibilità  
nei confronti dell’infezione, compatibile con un modello recessivo (GG vs GA+AA, p-value=0.03; 
OR=1.56, CI 95% 1.029-2.374).
Wichukchinda e coll. studiando lo stesso SNP in una popolazione tailandese, hanno riscontrato una 
frequenza  aumentata  dell’allele  A nelle  persone  sieronegative  rispetto  ai  soggetti  sieropositivi, 
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indicando un effetto protettivo di questo allele nella popolazione analizzata. (Wichukchinda a et al., 
2007). I dati di Wichukchinda e coll sono parzialmente in accordo con i nostri, dal momento che 
anche nel nostro studio gli individui sieronegativi mostrano una frequenza maggiore dell’allele A 
(33%) rispetto  agli  individui  sieropositivi  (28%),  anche se la  differenza  nel  nostro  caso non è 
risultata statisticamente significativa. La significatività si è invece riscontrata a livello dei genotipi, 
dove il genotipo GG è risultato conferire un rischio aumentato di infezione (OR 1.56)
Le regioni ripetute di DC-SIGN e L-SIGN svolgono un ruolo cruciale nell’affinità di legame agli 
agenti patogeni al dominio di riconoscimento dei carboidrati (CRD) che interagisce direttamente 
con le  glicoproteine virali,  garantendo il  riconoscimento specifico dei  carboidrati  presenti  sulla 
supercificie degli agenti patogeni. Questo dominio è codificato dagli esoni 5, 6 e 7 in entrambi i  
recettori. Lo SNP da noi analizzato (rs2277998) cade appunto nell’esone 5 di L-SIGN, ed è uno 
SNP  missense.  Il  cambiamento  nucleotidico  A>G  di  questo  SNP  comporta  la  sostituzione 
dell’amminoacido aspartico (Asp) in asparagina (Asn) alla posizione 291.
Questo cambiamento nella sequenza aminoacidica è stato ipotizzato modificare l''affinità di legame 
del dominio CRD con la glicoproteina gp120 e/o ICAM-3, al momento non ci sono evidenze di 
studi funzionali in letteratura.
4.4  Analisi  dei  polimorfismi  nel  promotore  e  nell'esone  1  di  MBL2 nella 
trasmissione verticale del virus HIV-1
Per verificare se il gene MBL2 sia o meno coinvolto nella trasmissione verticale di HIV-1 abbiamo 
genotipizzato cinque polimorfismi, due al promotore e tre nell'esone 1 del gene, in una popolazione 
di bambini africani nati da madri HIV positive. I campioni comprendevano 332 bambini, di cui 85 
bambini HIV+ (25.5%) che hanno contratto il virus dalla madre e 247 bambini HIV- (74.5%) che 
invece non hanno contratto l'infezione dalla madre sieropositiva.
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Le frequenze alleliche e genotipiche dei due polimorfismi della regione del promotore di  MBL2, 
XY e HL, sono riportate in tabella e risultano in equilibrio di Hardy-Weinberg.
Come  si  può  vedere  dalla  tabella,  per  nessuno  dei  due  polimorfismi  XY (rs7096206)  e  HL 
(rs11003125) si sono riscontrate differenze significative confrontando i due gruppi studiati e non 
abbiamo  trovato  quindi  nessuna  associazione  con  la  suscettibilità/protezione  alla  trasmissione 
verticale di HIV-1, diversamente da quanto descritto da Boniotto e coll. in una popolazione italiana 
pediatrica (Boniotto et al.,  2000). Data la grande variabilità delle frequenze dei polimorfismi di 
MBL2 da etnia ad etnia, si può supporre che i diversi polimorfismi possano comportarsi in maniera 
diversa da popolazione a popolazione.
Tabella 10. Frequenze alleliche e genotipiche dei polimorfismi XY e HL nel promotore di MBL2 nei  
bambini esposti al virus ed infetti, HIV+ e bambini esposti al virus ma non infetti HIV- 
SNPs Bambini esposti al virus HIV-1 Confronto fra gruppi
HIV+ HIV- HIV+ vs HIV-
n (%) n (%) p-value
Promotore
XY G 142/170(83.5%)
420/494
(85%)
 
p=0.36
C
28/170
(16.5%)
74/494
(15%)
G/G
58/85
(68.2%)
179/247
(72.5%)
p=0.6
G/C
26/85
(30.6%)
62/247
(25.1%)
C/C
1/85
(1.2%)
6/247
(2.4%)
L 160/170
(94.1%)
465/494
(94.1%)
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SNPs Bambini esposti al virus HIV-1 Confronto fra gruppi
HIV+ HIV- HIV+ vs HIV-
n (%) n (%) p-value
p=0.56
H
10/170
(5.9%)
29/494
(5.9%)
L/L
75/85
(88.2%)
219/247
(88.7%)
 p=0.74H/L
10/85
(11.8%)
27/247
(10.9%)
H/H
0/85
(0%)
1/247
(0.4%)
Un'ulteriore analisi è stata fatta confrontanto le frequenza dei genotipi e degli alleli dividendo i 
bambini HIV+ in tre distinte popolazioni secondo la modalità di trasmissione del virus: intrauterina 
(IU), al momento del parto (IP) e durante l'alattamento al seno (PP).
Tra  tutti  e  gli  85  bambini  HIV+ analizzati  il  27.1% risulta  essersi  infettato  durante  il  periodo 
gestazionale (IU), il 28,2% durante il parto (IP) e il 44.7% durante l'alattamento al seno (PP). Viene 
stimato  che  circa  il  17-38%  di  tutte  le  infezioni  avvenute  per  via  verticale,  siano  dovute  a 
trasmissioni dell'HIV-1 intrauterine. Anche in questo caso tutte le frequenze alleliche e genotipiche 
erano in equilibrio di Hardy-Weinberg. (tabella 11).
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Tabella 11. Frequenze alleliche e genotipiche dei polimorfismi XY e HL nel promotore di MBL2 nei  
bambini HIV+, suddivisi per modalità di trasmissione virale, intrauterina (IU), intra-partum (IP) e  
post-partum (PP) e bambini HIV- .
SNPs
Bambini esposti al virus HIV-1
HIV+ 
IU
HIV+ 
IP
HIV+ 
PP
HIV- IU vs HIV- IP vs HIV- PP vs HIV-
n (%) n (%) n (%) n (%) p-value p-value p-value
Promotore
X/Y G 40/46
(67%)
41/48
(85.4%)
61/76
(80.3%)
420/494
(85%)
p=0.46 p=0.57 p=0.18C 6/46
(13%)
7/48
(14.6%)
15/76
(19.7%)
74/494
(15%)
G/G 17/23
(73.9%)
18/24
(75%)
23/38
(60.5%)
179/247
(72.5%)
p=1 p=0.65 p=0.14
C/G 6/23
(26.1%)
5/24
(20.8%)
15/38
(39.5%)
62/247
(25.1%)
C/C 0/23
(0%)
1/24
(4.2%)
0/38
(0%)
6/247
(2.4%)
H/L H 2/46
(4%)
1/48
(2.1%)
7/76
(9.2%)
29/494
(5.9%) p = 0.5 p = 0.23 p = 0.19
L 44/46
(95.6%)
47/48
(97.9%)
69/76
(90.8%)
465/494
(94.1%)
H/H 0/23
(0%)
0/24
(0%)
0/38
(0%)
1/247
(0.4%)
p=1 p=0.53 p=0.29
H/L 2/23
(8.7%)
1/24
(4.2%)
7/38
(18.4%)
27/247
(10.9%)
L/L 21/23
(91.3%)
23/24
(95.8%)
31/38
(81.6%)
219/247
(88.7%)
Anche in questo caso nessuna differenza significativa viene individuata, escludendo quindi un ruolo 
di questi due polimorfismi nei diversi tipi di trasmissione nella popolazione africana da noi studiata.  
All'esone 1 troviamo gli altri tre polimorfismi studiati: al codone 52, al codone 54 e al codone 57.
Tutti i gruppi sono in equilibrio di Hardy-Weinberg fatta eccezione per i bambini HIV- (X2=3.85, 
p<0.05) quando i tre polimorfismi vengono raggruppati (A/O) secondo la classificazione proposta 
da Garred (Garred et al., 1997).
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Tabella 12.  Frequenze alleliche e genotipiche dei polimorfismi al codone 52, 54 e 57 e A0 nel  
primo esone di MBL2 nei bambini infetti (HIV+) e non infetti (HIV-). 
SNPs
Bambini esposti al virus HIV-1 Confronto  fra  
gruppi
HIV+ HIV- HIV+ vs HIV-
n (%) n (%) p-value
Promotore
Arg52Cys C
168/168
(100%)
481/482
(99.8%)
p=0.74
T
0 1/482
(0.2%)
C/C
84/84
(100%)
240/241
(99.5%)
p=1C/T
0 1/241
(0.05%)
T/T
0 0
Gly54Asp G
162/166
(97.6%)
479/490
(97.8%)
p=0.55
A
4/166
(2.4%)
11/490
(2.2%)
G/G
79/83
(95.2%)
234/245
(95.5%)
p=1G/A
4/83
(4.2%)
11/245
(4.5%)
A/A
0 0
Gly57Glu G
124/156
(79.5%)
372/470
(79.1%)
p=0.51
A
32/156
(20.5%)
98/470
(20.9%)
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SNPs
Bambini esposti al virus HIV-1 Confronto  fra  
gruppi
HIV+ HIV- HIV+ vs HIV-
n (%) n (%) p-value
G/G
52/78
(66.7%)
152/235
(64.7%)
p=0.77G/A
20/78
(25.6%)
68/235
(28.9%)
A/A
6/78
(7.7%)
15/235
(6.4%)
AO A
120/156
(76.9%)
361/470
(76.8%)
p=0.54
O
36/156
(23.1%)
109/470
(23.2%)
A/A
49/78
(62.8%)
144/235
(61.3%)
p=0.82A/O
22/78
(28.2%)
73/235
(31%)
O/O
7/78
(9%)
18/235
(7.7%)
Anche in questo caso nessun polimorfismo mostra una differenza statisticamente significativa tra i 
bambini HIV+ e i bambini HIV- in accordo con uno studio colombiano (Malik et al, 2003) ma in 
disaccordo con molti altri studi condotti su popolazione danese, finlandese, brasiliana, italiana ma 
soprattutto in una popolazione della repubblica sudafricana che definisce la variante A/0 di MBL un 
fattore di rischio per la trasmissione verticale del virus (Kuhn et al.,2006)
Prima  di  escludere  completamente  un  ruolo  di  questi  tre  SNPs  nella  nostra  popolazione  e  per 
provare  a  dare  una  spiegazione  ai  risultati  contrastanti  ottenuti,  i  bambini  infettati  sono  stati  
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suddivisi nuovamente nei tre gruppi a secondai del tipo di trasmissione che li ha coinvolti.
In questo caso tutte le frequenze genotipiche erano in equilibrio di Hardy-Weinberg (tabella 13)
Tabella 13. Frequenze alleliche e genotipiche dei polimorfismi al codone 52,54 e 57 e A0 nel primo  
esone  di  MBL2  nei  bambini  infetti  (HIV+)  suddivisi  per  modalità  di  trasmissione  del  virus  
intrauterina (IU), intra-partum (IP) e post-partum (PP) e bambini non infetti (HIV-).
SNPs
Bambini esposti al virus HIV-1
HIV+ 
IU
HIV+ 
IP
HIV+ 
PP
HIV- IU  vs 
HIV-
IP  vs 
HIV-
PP  vs 
HIV-
n (%) n (%) n (%) n (%) p-value p-value p-value
Promotore
Arg52Cys C 44/44
(100%)
48/48
(100%)
76/76
(100%)
481/482
(99.8%) p=0.91 p=0.91 p=0.86
T 0 0 0 1/482
(0.2%)
C/C 22/22
(100%)
24/24
(100%)
38/38
(100%)
240/241
(99.6%)
p=0.99 p=0.99 p=0.99
C/T 0 0 0 1/241
(0.4%)
T/T 0 0 0 0
Gly54Asp G 40/44
(90.9%)
46/46
(100%)
76/76
(100%)
479/490
(97.7%) p=0.028* p=0.37 p=0.2
A 4/44
(9.1%)
0 0 11/490
(2.3%)
G/G 18/22
(81.8%)
23/23
(100%)
38/38
(100%)
234/245
(95.5%)
p=0.026* p=0.61 p=0.37
G/A 4/22
(18.2%)
0 0 11/245
(4.5%)
A/A 0 0 0 0
Gly57Glu G 33/44
(75%)
35/44
(79.5%)
56/68
(82.3)
372/470
(79.2%)
p=0.32 p=0.56 p=0.33A 11/44
(25%)
9/44
(20.5%)
12/68
(17.7%)
98/470
(20.8%)
G/G 13/22
(59.1%)
15/22
(68.2%)
24/34
(70.6%)
152/235
(64.7%)
p=0.71 p=0.75 p=0.87
G/A 7/22
(31.8%)
5/22
(22.7%)
8/34
(23.5%)
68/235
(28.9%)
76
SNPs
Bambini esposti al virus HIV-1
HIV+ 
IU
HIV+ 
IP
HIV+ 
PP
HIV- IU  vs 
HIV-
IP  vs 
HIV-
PP  vs 
HIV-
n (%) n (%) n (%) n (%) p-value p-value p-value
A/A 2/22
(9.1%)
2/22
(9.1%)
2/34
(5.9%)
15/235
(6.4%)
AO A 29/44
(65.9%)
35/44
(79.5%)
56/68
(82.4%)
361/470
(76.8%)
p=0.08 p=0.42 p=0.19O 15/44
(34.1%)
9/44
(20.4%)
12/68
(17.6%)
109/470
(23.2%)
A/A 10/22
(45.5%)
15/22
(68.2%)
24/34
(70.6%)
144/235
(61.3%)
p=0.25 p=0.72 p=0.67
A/O 9/22
(40.9%)
5/22
(22.7%)
8/34
(23.5%)
73/235
(31%)
O/O 3/22
(13.6%)
2/22
(9.1%)
2/34
(5.9%)
18/235
(7.7%)
*p-values statisticamente significativi
Anche in questo caso nessuna differenza significativa è stata individuata quando gli alleli mutati 
sono stati raggruppati nell'allele 0.
Merita invece attenzione il polimorfismo al codone 54 valutato singolarmente, in cui riscontriamo 
delle significatività sia a livello allelico che genotipico in accordo con studi precedenti (Vallinoto et  
al,  2006  e  2008)  che  descrivono  la  variante  B  (codone  54)  come  la  maggiormente  correlata 
all'infezione da HIV, rispetto alle D e C (codone 52 e codone 57). Nel nostro studio si è osservato 
che il  genotipo eterozigote G/A era statisticamente più frequente nei bambini malati  infettati in 
periodo gestazionale (18.2%) rispetto ai bambini non infetti (4.5%) (p=0.025, OR=4.68, CI 95% 
0.99-17.98), indicando una maggiore suscettibilità per HIV nella trasmissione verticale intra-partum 
per chi era portatore del genotipo G/A. 
Nelle altre due popolazioni, IP e PP, è stato riscontrato il genotipo G/G nel 100% dei casi.
Per quanto riguarda la frequenza allelica, il  9.1% dei bambini infettati in utero risulta portatore 
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dell'allele A mentre i bambini non infetti mostrano una frequenza allelica del 2.3% (p=0.028, O.R.= 
4.68; CI 95% 0.96-15.5).
In seguito abbiamo deciso di approfondire ulterioremente l'indagine fatta, correlando due fattori in 
grado di caratterizzare fortemente il decorso della malattia (Mnyani et al., 2009): numero di linfociti 
CD4 circolanti e carica virale delle madri.
I diversi gruppi di bambini sono stati ulteriormente suddivisi a seconda che le madri avessero una 
conta di linfociti T CD4+ inferiore o superiore a 350/mmc e una carica virale nel plasma minore o 
maggiore a 50.000 cp/ml, e abbiamo nuovamente analizzato le frequenza alleliche e genotipiche dei 
polimorfismi di MBL2 in questi bambini.
Tutti i gruppi erano in equlibrio di Hardy-Weinberg fatta eccezione per la combinazione dei tre 
polimorfismi A0, nel sottogruppo dei bambini infettati nel post-partum (PP) nati da mamme con 
conta linfocitaria maggiore o uguale a 350 /mmc (X2=5, p<0.05) e nelle popolazioni IU (X2=6, 
p<0.05) e PP (X2 =9, p<0.01) nati da madri con carica virale inferiore a 50.000 cp/ml.
Per  quanto  riguarda  i  polimorfismi  X/Y e  H/L al  promotore  e  i  tre  polimorfismi  all'esone  1 
analizzati singolarmente, nessuna differenza significativa è stata riscontrata (data not shown).
I dati relativi all'analisi dei polimorfismi A0 all'esone 1 vengono riportati in tabella 14.
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Tabella 14. Frequenze alleliche e genotipiche dell'A0 nel primo esone di MBL2, nei bambini infetti  
(HIV+) suddivisi per modalità di trasmissione virale, intrauterina (IU), intra-partum (IP) e post-
partum (PP) e bambini non infetti (HIV-) e relazionati alla conta linfocitaria CD4+ e alla carica  
virale materna.
SNPs
Bambini esposti al virus HIV-1
HIV+ 
IU
HIV+ 
IP
HIV+ 
PP
HIV- IU  vs 
HIV-
IP  vs 
HIV-
PP  vs 
HIV-
n (%) n (%) n (%) n (%) p-value p-value p-value
CD4+ < 350
A 22/34
(64.7%)
33/38
(86.8%)
48/58
(82.8%)
170/206
(82.5%)
p=0.018* p=0.35 p=0.57O 12/34
(35.3%)
5/38
(13.2%)
10/58
(17.2%)
36/206
(17.5%)
A/A 7/17
(41.2%)
15/19
(78.9%)
20/29
(69%)
72/103
(69.9%)
p=0.047* p=0.67 p=0.93
A/O 8/17
(47%)
3/19
(15.8%)
8/29
(27.6%)
26/103
(25.2%)
O/O 2/17
(11.8%)
1/19
(5.3%)
1/29
(3.4%)
5/103
(4.9%)
CD4+ >= 350
A 7/10
(70%)
2/6 8/10
(80%)
191/264
(72.4%)
p=0.56 p=0.057 p=0.45O 3/10
(30%)
4/6 2/10
(20%)
73/264
(27.6%)
A/A 3/5
(60%)
0 4/5
(80%)
72/132
(54.5%)
p=0.51 p=0.07 p=0.22
A/O 1/5
(20%)
2/3
(66.7%)
0 47/132
(35.6%9
O/O 1/5
(20%)
1/3
(33.3%)
1/5
(20%)
13/132
(11.9%)
VL < 50.000 cpm
A 8/12
(66.7%)
11/14
(78.6%)
14/18
(77.8%)
202/270
(74.8%)
p=0.37 p=0.52 p=0.52O 4/12
(33.3%)
3/14
(21.4%)
4/18
(22.2%)
68/270
(25.2%)
A/A 4/6
(66.7%)
5/7
(71.4%)
7/9
(77.8%)
79/135
(58.5%)
p=0.07 p=0.49 p=0.05
A/O 0 1/7
(14.3%)
0 44/135
(32.6%)
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SNPs
Bambini esposti al virus HIV-1
HIV+ 
IU
HIV+ 
IP
HIV+ 
PP
HIV- IU  vs 
HIV-
IP  vs 
HIV-
PP  vs 
HIV-
n (%) n (%) n (%) n (%) p-value p-value p-value
O/O 2/6
(33.3%)
1/7
(14.3%)
2/9
(22.2%)
12/135
(8.9%)
VL >= 50.000 cpm
A 21/32
(65.6%)
24/30
(80%)
42/50
(84%)
159/200
(79.5%)
p=0.07 p=0.58 p=0.31O 11/32
(34.4%)
6/30
(20%)
8/50
(16%)
41/200
(20.5%)
A/A 6/16
(37.5%)
10/15
(66.7%)
17/25
(68%)
65/100
(65%)
P=0.07 p=0.99 p=0.68
A/O 9/16
(56.2%)
4/15
(26.7%)
8/25
(32%)
29/100
(29%)
O/O 1/16
(6.3%)
1/15
(6.6%)
0 6/100
(6%)
*p-values statisticamente significativi
Analizzando questi dati si osserva un valore significativo quando vengono confrontati i bambini 
HIV- e i  bambini HIV+ infettati  durante il  periodo gestazionale (IU),  nati da madri infette che 
presentavano una conta linfocitaria minore a 350 mmc.
Tra  i  bambini  IU la  frequenza  dell'allele  0  (35.5%) risulta  essere  significativamente  differente 
rispetto  alla  frequenza riscontrata  nei  bambini  HIV- (17.5%),  indicando quindi  così  la  variante 
allelica come fattore di suscettibilità nell'infezione intrauterina se la madre ha una conta linfocitaria 
molto bassa. Similmente confrontando i genotipi, si evidenzia come avere un genotipo A/0 o 0/0 
esponga il  bambino ad un rischio di infezione maggiore durante la gestazione se c'è in atto un 
deficit importante del sistema immunitario materno. Questo effetto di suscettibilità non è invece 
evidenziabile nei bambini per i quali la madre aveva una buona conta linfocitaria.
Considerando la carica virale nelle madri, si può solo notare una frequenza minore del genotipo A/A 
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nei bambini IU (37.5%) rispetto ai bambini non infetti (65%), anche se il dato non è statisticamente 
significativo.
I nostri dati sembrano quindi indicare che una conta linfocitaria bassa nella madre con l'aggiunta di 
un genotipo nel nascituro che compromette fortemente la struttura di MBL e la sua espressione, 
(soggetti omozigoti ed eterozigoti per mutazioni nell'esone 1 di MBL2 hanno una  oncetrazione di 
MBL inferiore all'1% e al 10% rispettivamente di quella rilevata negli individui con genotipo “wild-
type” (Lipscombe et  al.  1995)) si associno ad un maggior rischio di contrarre il  virus in epoca 
gestazionale.  Va inoltre  tenuto presente,  che l'espressione di MBL aumenta durante lo sviluppo 
intrauterino e successivamente alla nascita, fino a raggiungere un certo equilibrio all'anno di vita del 
bambino,  mantenendosi  poi  a  livelli  elevati  durante tutta  l'età  pediatrica  e  quindi  un  eventuale 
deficit  di  MBL andrebbe a  compromettere ulteriormente il  sistema immunitario del  feto ancora 
immaturo (Sallenbach et al., 2011).
Molti  studi  mostrano  ancora  dati  discordanti  rispetto  al  ruolo  di  MBL  nella  suscettibilità 
all'infezione da HIV nelle diverse popolazioni. Sembra infatti che in alcune popolazioni la presenza 
di genotipi associati ad alti livelli di MBL sia un fattore predisponente all'infezione (Pastinen et al.,  
1998) mentre in altre popolazioni, spesso appartenenti a diverse aree geografiche, gli stessi genotipi 
sembrano essere protettivi (Garred et al, 1997).
Di  fondamentale  importanza  è  il  continuo  studio  di  MBL e  dei  suoi  livelli  di  espressione  in 
popolazioni di diverse etnie. Quello che oramai sembra certo è il ruolo che questa proteina copre nel  
sistema dell'immunità  innata,  come la  capacità  di  agire  con altre  molecole quali  DC-SIGN per 
bloccare l'entrata del virus nella cellula APC, impedendogli di fatto di infettare i linfociti T CD4+ 
(Geijtenbeek and van Kooyk; 2003).
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5. CONCLUSIONI
Il principale ambito della nostra ricerca durante il corso di dottorato è stato lo studio dei fattori 
genetici  dell'immunità  innata  coinvolti  nella  trasmissione  del  virus  HIV-1  e  in  particole  nella 
trasmissione di tipo verticale madre-figlio.
Abbiamo ipotizzato che polimorfismi a carico di geni codificanti per proteine dell’immunità innata 
potessero spiegare, almeno in parte, la suscettibilità/predisposizione all'infezione del virus HIV, dal 
momento che il sistema immune innato, oltre a garantire un tempestivo intervento, agisce anche 
regolando il sistema dell’immunità acquisita e garantendo protezione immunitaria ai bambini fin 
dalle primissime fasi di vita. 
Abbiamo quindi analizzato alcuni polimorfismi, in tre particolari geni dell'immunità innata  DC-
SIGN, L-SIGN e MBL2, geni che codificano per proteine chiave della risposta immunitaria innata.
Allo scopo di verificare un possibile coinvolgimento di DC-SIGN e L-SIGN nell'infezione verticale 
da HIV, abbiamo scelto e genotipizzato cinque polimorfismi nel promotore di DC-SIGN e uno nella 
“neck region” di DC-SIGN e L-SIGN in una popolazione pediatrica brasiliana.
Dall'analisi  effettuata  abbiamo  identificato  quattro  polimorfismi  nel  promotore  di  DC-SIGN 
(-871A>G, -336A>G, -201G>T e -139G>A) e un polimorfismo nella “neck region” di L-SIGN. 
Questi polimorfismi presentano una diversa distribuzione di frequenza nei tre gruppi di bambini 
analizzati  (suddivisi  tra  esposti-infetti,  esposti-non  infetti  e  non  esposti-non  infetti),  indicando 
quindi un'associazione con la suscettibilità/predisposizione all'infezione verticale da HIV. 
In particolare per due di questi polimorfismi, il -336 e quello nell'esone 5 di L-SIGN (rs2277998), è 
stata riscontrata anche un'associazione con l'infezione da HIV di tipo orizzontale in un gruppo di 
pazienti adulti italiani. 
I dati genetici da noi ottenuti avvalorano quindi l'ipotesi di un coinvolgimento delle proteine DC-
SIGN  e  L-SIGN  nell'infezione  da  HIV  (in  particolare  in  quella  verticale).  Tali  polimorfismi 
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provocherebbero una riduzione della funzionalità e dell'espressione dei due recettori e avrebbero 
quindi un effetto protettivo nei confronti dell'infezione. In altre parole la minor espressione della  
proteina nella cellula si tradurrebbe in una minor possibilità di legame e internalizzazione del virus.
In aggiunta allo studio di DC-SIGN e L-SIGN, è stato poi preso in considerazione il gene MBL2, 
già associato, in letteratura, con l'infezione verticale da HIV. 
L'obiettivo di questo lavoro è stato quello di valutare l’associazione MBL2/infezione da HIV in una 
popolazione di etnia diversa dalle precedenti e studiare se le diverse modalità di infezione verticale 
(intrauterina, itra-partum e post-partum) possano svolgere un ruolo importante nella trasmissione.
Per  il  polimorfismo  A0 e  in  particolare  per  il  polimorfismo  al  codone  54  è  stata  evidenziata 
un'associazione  con  la  trasmissione  verticale  nella  popolazione  pediatrica  africana  (Zambia) 
studiata. Abbiamo inoltre messo in luce per la prima volta, come tale associazione sia ristretta alla 
sola trasmissione intrauterina e in particolare a quei bambini che nascono da madri HIV+ con una 
conta linfocitaria CD4+ inferiore a 350 mmc.
I principali risultati ottenuti sono riassunti in tabella 15:
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Tabella 15. Polimorfismi a carico di DC-SIGN, L-SIGN e MBL2 significativamente associati alla  
suscettibilità/protezione alla trasmissione verticale di HIV in tre diverse popolazioni: pediatrica  
brasiliana, pediatrica africana ed adulta italiana.
Gene POLIMORFISMO Suscettibilità/Protezione
 Trasmissione VERTICALE
Popolazione  pediatrica 
brasiliana
DC-SIGN
-871G/G SUSCETTIBILITA’
-336G/G PROTEZIONE
-201T PROTEZIONE
-201G/T PROTEZIONE
-139G PROTEZIONE
-139G/G PROTEZIONE
L-SIGN 
Neck region
5/5 SUSCETTIBILITA’
6/6 SUSCETTIBILITA’
OMOZIGOTE 
(allele da 4 a 8)
SUSCETTIBILITA’
Popolazione  pediatrica 
africana
MBL
Codone 54 A SUSCETTIBILITA’
Codone 54 G/A SUSCETTIBILITA’
0 SUSCETTIBILITA’
A/0 0/0 SUSCETTIBILITA’
Trasmissione ORIZZONTALE
Popolazione adulta italiana DC-SIGN -336G/A SUSCETTIBILITA’L-SIGN rs2277998 G/A PROTEZIONE
Concludendo, il lavoro di questa tesi ha fornito ulteriori prove a supporto del ruolo fondamentale 
dell'immunità innata nel corso di infezioni da HIV. Oltre a confermare e chiarire ulteriormente il 
coinvolgimento di MBL nell'infezione verticale da HIV, ha dimostrato anche il ruolo dei geni DC-
SIGN e L-SIGN nell'infezione da HIV: due molecole ancora scarsamente studiate ma che potrebbero 
rivelarsi importanti componenti della risposta immunitaria nei confronti dei virus.
Proprio in quest'ottica, in futuro sarebbe interessante valutare l'associazione di L-SIGN e DC-SIGN 
nell'infezione da HIV anche in popolazioni di diverse etnie e approfondire il significato funzionale 
dei  polimorfismi  per  i  quali  abbiamo  dimostrato  esserci  un'associazione.  Inoltre,  similmente  a 
quanto  fatto  per  MBL,  anche  per  DC-SIGN  e  L-SIGN  sarebbe  interessante  indagare  se 
l'associazione con la trasmissione verticale sia ristretta a tipi specifici di trasmissione (intrauterina,  
intra-partum e post-partum). 
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Chiarire come queste molecole intervengono nelle diverse modalità di  trasmissione potrà essere 
utile per comprendere meglio i meccanismi di patogenicità del virus ed individuare le possibilità 
d'intervento per prevenirli.
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